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Děkuji též ostatńım spolupracovńık̊um z Ústavu imunologie a mikrobiologie 1. LF
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Abstrakt:
Prionová onemocněńı sice představuj́ı jen malou část ze všech známých neurode-
generativńıch nemoćı, přesto si zaslouž́ı naši pozornost vzhledem k faktu, že se jedná
o smrtelné a dosud nevyléčitelné choroby maj́ıćı i potenciál zp̊usobit vznik epidemie.
Přestože se vědci t́ımto tématem zabývaj́ı již mnoho let, existuje stálé řada nezod-
povězených otázek o mechanismu vzniku a š́ı̌reńı prionových onemocněńı. V současnosti
nejslibněǰśı teoríı, jenž vysvětluje podstatu nemoci konverźı buněčného prionového
proteinu (PrPC) v patologický prionový protein (PrPSc), je ”protein-only” hypotéza.
Důležitým nástrojem při dokazováńı této hypotézy je mimo jiné i rekombinantńı pri-
onový protein. Předkládaná diplomová práce shrnuje dosavadńı úspěchy v ověřováńı
prionové hypotézy. V experimentálńı části se zabýváme př́ıpravou myš́ıho rekombi-
nantńıho prionového proteinu (mrPrP) v bakteríıch E. coli. Strukturu purifikovaného a
renaturovaného proteinu jsme ověřovali pomoćı CD spektroskopie. V daľśı fázi našeho
výzkumu jsme se zaměřili na studium vlivu posttranslačńı neenzymatické modifikace,
konkrétně glykace, na stabilitu proteinu.
Kĺıčová slova: PrPC , PrPSc, ”protein-only” hypotéza, mrPrP, CD spektroskopie, post-
translačńı neenzymatická modifikace, glykace
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Abstract:
Although prion diseases represent only a small fraction of all known neurodegenra-
tive illnesses, they deserve our attention mainly due to the fact that they are lethal,
incurable by today, and having a potential to cause a serious epidemic. Even though
this topic has been studied for many years, there are still many unanswered questions
concerning both the mechanism, and the spread of prion diseases. The most promising
current theory is the protein-only hypothesis, which explains the fundamental of the ill-
ness by the conversion of cellular prion protein (PrPC) into pathological prion protein
(PrPSc). The important tool in proving this theory is also a recombinant prion pro-
tein. The presented thesis summarizes existing successes in the proving of protein-only
hypothesis. In the experimental part, we prepared the mouse recombinant prion pro-
tein (mrPrP) in E. coli bacteria. The structure of the purified and renaturated protein
was verified by CD spectroscopy. Next, we focus on the effects of the posttranslational
nonenzymatic modification of mrPrP by glycation on the stability of the protein.
Keywords: PrPC , PrPSc, protein-only hypothesis, mrPrP, CD spectroscopy, posttranslati-





Prionová onemocněńı, také označovaná jako transmisivńı spongiformńı encefalopatie
(TSE), patř́ı do rozsáhlé skupiny neurodegenerativńıch chorob, které postihuj́ı lidi i
ostatńı zv́ı̌rata. Tato vzácná smrtelná onemocněńı se vyznačuj́ı charakteristickými kli-
nickými a patologickými př́ıznaky, např. dlouhou inkubačńı dobou, chyběj́ıćı imunitńı
odpověd́ı organismu a typickými neuropatologickými znaky jakými jsou odumı́ráńı neu-
ron̊u, tvorba amyloidńıch plak̊u a spongiformńı vzhled mozkové tkáně.
Lidská prionová onemocněńı se v největš́ım počtu př́ıpad̊u objevuj́ı jako sporadická
bez zjevné př́ıčiny. Dále mohou být zp̊usobena geneticky a velmi ojediněle i infekčńım
přenosem. Právě tato posledńı možnost vzniku nemoci značně odlǐsuje TSE od ostatńıch
chorob, jež jsou spojovány s akumulaćı konformačně pozměněných forem protein̊u (amy-
loid̊u), např. cystickou fibrózou, hemolytickou anémii, diabetem typu II, amyotropickou
laterálńı sklerózou nebo Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou.
Důležitým poznatkem studia TSE je fakt, že tato onemocněńı jsou přenosná, ale
nejsou nakažlivá. K přenosu může doj́ıt během lékařských zákrok̊u při použit́ı kontami-
novaných nástroj̊u nebo biologického materiálu od infikovaného dárce. Nejznáměǰśım in-
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fekčně š́ı̌reným prionovým onemocněńı se stalo kuru, jež zp̊usobilo v 50. letech epidemíı
mezi domorodými kmeny žij́ıćımi na ostrově Nová Guinea. Za prokázáńı infekčńıho
p̊uvodu kuru obdržel v roce 1976 americký lékař Daniel Carleton Gajdusek Nobelovu
cenu. Avšak nejstarš́ı popsanou TSE je ovč́ı nebo koźı klusavka zvaná ”scrapie”. Tato
choroba je známa už bezmála 300 let a nikdy nedošlo k jej́ımu přenosu na člověka. Pa-
noval tedy obecný předpoklad existence mezidruhové bariéry, která zabraňuje přenosu
choroby mezi jednotlivými druhy. Tento předpoklad ale padl s nástupem epidemie ne-
moci š́ılených krav (BSE), jež dokázala překonat bariéru a přenést se infikovaným ma-
sem i na člověka v podobě variantńı Creutzfeld-Jakobovy choroby (vCJD).
1.2 Infekčńı agens
Po těchto prvńıch objevech se daľśı výzkum prionových onemocněńı soustředil na hledáńı
infekčńıho agens, jenž by bylo zodpovědné za vznik těchto chorob (znázorněno na obr.
1.1, str. 10). Jedna z teoríı předpokládá, že p̊uvodcem onemocněńı je pomalý virus s ne-
obvykle dlouhou inkubačńı dobou mezi expozićı infekčńım agens a objeveńım symptomů
[1]. S daľśımi objevy na tomto poli se rozš́ı̌ril i názor, že p̊uvod infekčńıho agens je značně
odlǐsný, ve srovnáńı s bakteriemi nebo viry, a to jak př́ılǐs malou velikost́ı, tak i rezistenćı
v̊uči ultrafialovému a ionizačńımu zářeńı nebo běžným sterilizačńım postup̊um [2]. Po-
kusy o nalezeńı viru jako p̊uvodce TSE nebyly dosud úspěšné. Tyto a i daľśı výsledky
vedly ke změně teorie z virové na virionovou teorii. Tato teorie definuje virion jako
malou informačńı molekulu (jako nukleová kyselina) asociovanou s hostitelským protei-
nem tvoř́ıćım obal této částice [3, 4]. Tento názor však neměl velkou podporu vědc̊u, a
tak se daľśı výzkum prionových onemocněńı začal přiklánět k jiné alternativě, prionové
hypotéze.
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Obrázek 1.1: Schématické znázorněńı viru, virionu a prionového proteinu jako možných in-
fekčńıch agens prionových onemocněńı (v pořad́ı zleva doprava), převzato z [5]
1.3 Prionová hypotéza
Prionová hypotéza (tzv. ”protein-only” hypotéza) byla poprvé navržena J.S.Griffithem
v roce 1967 a jej́ı základńı předpoklad je, že p̊uvod onemocněńı tkv́ı pouze v proteinu [6].
Od 80. let je tato teorie podporována předevš́ım Stanleyem Prusinerem, který navrhl
i současné označeńı proteinu prion jako zkratku z anglických slov ”proteinaceous and
infectious” a jenž za objev tohoto proteinu jako p̊uvodce TSE obdržel v roce 1998
Nobelovu cenu [7].
Podle prionové hypotézy je vznik TSE spojen pouze s přeměnou normálńıho, or-
ganismu vlastńıho buněčného prionového proteinu PrPC v patologický protein PrPSc.
Během tohoto posttranslačńıho děje docháźı ke změně v zastoupeńı sekundárńıch struk-
tur, konkrétně nar̊ustá množstv́ı struktury skládaného listu v molekule proteinu PrPSc,
jenž se t́ım stává rezistentńım v̊uči proteolýze, nerozpustným v neionogenńıch detergen-
tech a schopným tvořit agregáty [8]. (názvoslov́ı jednotlivých forem prionového proteinu
shrnuto v tab. 1.1, str. 11)
Pochopitelně existuj́ı i pochybnosti o pravdivosti prionové hypotézy [9]. Předevš́ım
neńı stále objasněna existence množstv́ı prionových kmen̊u (”strains”), které se od
sebe odlǐsuj́ı inkubačńı dobou, klinickými př́ıznaky, délkou trváńı choroby a lokalizaćı
agregát̊u PrPSc v mozku, ale také fyzikálně chemickými charakteristikami proteinu
10
[10]. Jednou z odpověd́ı na tyto otázky je podle prionové hypotézy neobvyklá schopnost
PrPSc zauj́ımat řadu stabilńıch konformaćı, jež mohou přeměňovat daľśı molekuly PrPC
v infekčńı protein. Daľśım vysvětleńım může být existence dosud nepopsaného proteinu,
jež napomáhá přeměně PrPC v PrPSc, nazvaného prozat́ım faktor X [10].
K vyřešeńı těchto otázek směřuje rozsáhlý výzkum, jehož výsledky by měly defini-
tivně prokázat prionovou hypotézu.
Tabulka 1.1: Názvoslov́ı jednotlivých forem prionového proteinu, upraveno podle [5]
PrP obecné označeńı prionového proteinu
PrPC buněčný prionový protein
PrPSc patologický ”scrapie” prionový protein
PrP-res prionový protein částečně rezistentńı v̊uči proteolýze
PrP27-30 rezistentńı fragment prionového proteinu po štěpeńı proteinasou K
1.4 Důkaz prionové hypotézy
Je zřejmé, že definitivńı d̊ukaz prionové hypotézy spoč́ıvá v př́ıpravě plně infekčńıho
PrPSc in vitro [11]. Pokud je totiž tento patologický protein ońım infekčńım agens
a replikace tohoto proteinu záviśı na interakci s PrPC , měl by být celý tento proces
reprodukovatelný i v laboratorńıch podmı́nkách, což je ćılem mnoha výzkumných týmů
[5].
Jedńım z př́ıstup̊u, jež by mohly napomoci prokázáńı prionové hypotézy, je přeměna
rekombinantńıho prionového proteinu v protein vykazuj́ıćı strukturu skládaného listu a
biochemické a biologické vlastnosti PrPSc [5]. V současnosti se řada laboratoř́ı soustře-
d’uje na pokusy o vyvoláńı infekce takto připraveným proteinem u laboratorńıch zv́ı̌rat,
a to jak u standardńıch (”wild-type”) myš́ı, tak i u transgenńıch myš́ı, u kterých ale
zjevně existuje mnoho pochyb ohledně správnosti výsledk̊u, a to zejména u myš́ı expri-
11
muj́ıćıch PrPC ve zvýšené mı́̌re. V nedávné době byly publikovány výsledky několika
úspěšných pokus̊u na ”wild-type” myš́ıch, které byly infikovány myš́ım rekombinantńım
proteinem, pozměněným r̊uznými metodami v PrP-res (tab. 1.1, str. 11) a se schopnost́ı
u těchto experimentálńıch zv́ı̌rat vyvolat prionové onemocněńı (viz. kap. 2.3.3).
Kĺıčem k úspěchu těchto pokus̊u byl a je myš́ı rekombinantńı protein, jeho úspěšná
exprese v r̊uzných systémech (předevš́ım v bakteríıch E. coli), purifikace a renaturace ve
správně sbalený rozpustný protein. Stejně tak je podstatným problémem při ověřováńı
prionové hypotézy otázka př́ıtomnosti daľśıch faktor̊u ovlivňuj́ıćıch konverzi prionového
proteinu a schopnost infektivity takto přeměněného proteinu. Je velmi d̊uležité brát v
úvahu možné posttranslačńı modifikace prionového proteinu, a to jak kovalentńı změny
v primárńı struktuře proteinu, tak i nekovalentńı, ovlivňuj́ıćı sekundárńı a terciárńı
strukturu proteinu. Těmito d̊uležitými aspekty definitivńıho d̊ukazu prionové hypotézy





Důležitými kroky v pochopeńı rozd́ıl̊u mezi buněčným (PrPC) a patologickým (PrPSc)
prionovým proteinem a jejich fyziologickými a patogenńımi funkcemi, a konečně i k
pochopeńı celého mechanismu konverze prionového proteinu byly předevš́ım strukturńı
analýzy obou isoforem proteinu, studium jejich vazebných partner̊u a obecně faktor̊u
procesu konverze prionového proteinu, jakož i identifikace paralog̊u tohoto proteinu.
2.1.1 Struktura buněčného a patologického prionového pro-
teinu
Buněčný prionový protein (PrPC) je membránově vázaný monomerńı protein o délce
209 aminokyselin a je exprimován buňkami jako produkt jediného genu zvaného Prpn
lokalizovaného na krátkém raménku chromozómu 20 (lidský buněčný prionový protein).
Vysoce konzervovaná primárńı struktura PrPC naznačuje obecnou a d̊uležitou roli to-
hoto proteinu v organismu, avšak konkrétńı fyziologické funkce nejsou dosud přesně
známy. Na N-konci prionového proteinu se nacháźı signálńı sekvence, která je odštěpena
během maturace proteinu v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparátu. Na C-konec
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je připojena glykosylfosfatidylinositolová (GPI) kotva. Glykosylovaná oblast proteinu se
nacháźı bĺızko C-konce a obsahuje dvě glykosylačńı mı́sta, Asn-181 a Asn-107. Protein
tedy existuje jak v neglykosylované formě, tak v mono- a diglykosylované podobě [12].
U prionového proteinu rozeznáváme dlouhou a flexibilńı neuspořádanou oblast N-
koncových aminokyselin v rozmeźı 23-121, obsahuj́ıćı pět opakuj́ıćıch se oblast́ı bo-
hatých na glycin a prolin (”octarepeats”) schopných vázat bivalentńı ionty, např. Cu2+,
centrálńı hydrofobńı doménu mezi aminokyselinami 106-126 a globulárńı C-terminálńı
oblast aminokyselin 128-231. Globulárńı doména obsahuje dvě krátké části tvoř́ıćı an-
tiparalelńı skládané listy a tři α-helikálńı části. Během posttranslačńıch úprav docháźı
k odštěpeńı signálńı sekvence, ke stabilizaci proteinu d́ıky disulfidické vazbě mezi ami-
nokyselinami Cys-179 a Cys-214, k připojeńı oligosacharid̊u na N-koncové části amino-
kyselin 180 a 196 a napojeńı glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy na C-koncovou
aminokyselinu 231 [12]. (schéma proteinu znázorněno na obr. 2.1, str. 15)
Pomoćı metod nukleárńı magnetické resonance a proteinové krystalografie byla
vyřešena struktura PrPC a spolu s daľśımi biochemickými studiemi nast́ınila př́ıtomnost
α-helikálńı struktury a s t́ım spojenou vysokou citlivost v̊uči proteolýze [13, 14]. Naopak
u patologického prionového proteinu (PrPSc) tyto metody selhávaj́ı kv̊uli problémům
s purifikaćı a rozpustnost́ı proteinu a neposkytuj́ı detailńı obraz o struktuře. Proto se
výzkum přesouvá k jiným, daleko méně přesným technikám jako jsou cirkulárńı dichro-
ismus, infračervená spektroskopie, poč́ıtačové modelováńı a daľśı metody [12].
Dı́ky těmto metodám rozpoznáváme u PrPSc strukturu skládaných list̊u stabilizo-
vanou vod́ıkovými můstky a ostatńımi typy nekovalentńıch interakćı. Analýza krátkých
oligopeptidových řetězc̊u představuj́ıćıch části prionového proteinu ukazuje, že k vy-
tvořeńı fibril̊u postačuj́ı úseky čtyř až sedmi aminokyselin. Na základě výsledk̊u kryo-
elektronové mikroskopie a homologńıho modelováńı se dospělo k názoru, že PrPSc obsa-
huje skládané listy v oblasti aminokyselin 81-95 až 171, zat́ımco C-terminálńı struktura
z̊ustává nezměněna. Skládané listy se dále formuj́ı v levotočivé β-helixy. Předpokládá
se, že tři molekuly patologického prionového proteinu asociuj́ı v jednotku, jež je poté
14
Obrázek 2.1: Schéma (vlevo) a struktura (vpravo) buněčného prionového proteinu (PrPC)
včetně N-koncové signálńı sekvence a glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy, převzato z
[15]
základem pro tvorbu fibril [16]. Vytvořeńı struktur skládaných list̊u vede k již zmı́něné
nerozpustnosti proteinu a vzniku částečné rezistence v̊uči enzymatické degradaci. Pokud
je tedy PrPSc vystaven p̊usobeńı proteolytických enzymů, např. proteinasy K, docháźı
k odštěpeńı N-terminálńı části proteinu až k rozmeźı aminokyselin 81-95. Tato částečná
rezistence PrPSc v̊uči proteolýze zp̊usobuje sńıžeńı rozpustnosti proteinu v neiontových
rozpouštědlech, tvorbu agregát̊u a prodloužeńı buněčného poločasu, což vede k akumu-
laci patologického prionového proteinu v buňkách a k vytvářeńı amyloidńıch plak̊u v
extracelulárńım prostoru. Vizualizace PrPSc je možná d́ıky specifickému barveńı (např.
Congo Red, thioflavin T). Fibrily proteinu se hromad́ı i mimo buňky a také v lyso-
somálńıch a endosomálńıch kompartmentech. Agregáty PrPSc slouž́ı jako templát pro
přeměnu daľśıch molekul buněčného prionového proteinu (PrPC). Autokatalytická akti-
vita agregát̊u záviśı na jejich velikosti. Částice o počtu 14-28 molekul vykazuj́ı největš́ı
potenciál infektivity a mı́ry konverze proteinu [12]. (struktura patologického prionového
proteinu znázorněna na obr. 2.2, str. 16)
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Obrázek 2.2: Modelová struktura patologického prionového proteinu PrPSc: formováńı
skládaných list̊u v levotočivé β-helixy v molekule PrPSc (vlevo), vytvořeńı fibrilárńı struktury
ze tř́ı molekul PrPSc (vpravo), převzato z [16]
2.1.2 Fyziologické a patogenńı funkce prionového proteinu
Evolučně zakonzervovaná primárńı struktura prionového proteinu podporuje názor o
velmi d̊uležité roli PrPC v r̊uzných biologických procesech [5]. Nicméně fyziologická
úloha tohoto proteinu neńı dosud plně popsána a prozat́ım neńı ani jisté, jak samotná
dysfunkce PrPC po přeměně v PrPSc ovlivňuje pr̊uběh vzniku patogenńıch projev̊u v
organismu, např. buněčný stres, následnou smrt buněk a neurodegeneraci [17]. Některé
studie podporuj́ı tvrzeńı, že abnormálńı prionový protein je toxický v̊uči nervovým
buňkám, a to jak př́ımo, tak i nepř́ımo přes gliové buňky aktivaćı signálńıch drah a
poté apoptotickým zánikem [17].
Pokusy na myš́ıch neexprimuj́ıćıch buněčný prionový protein neprokázaly dosud
jasnou funkci tohoto proteinu, stejně jako nebyly pozorovány signifikantńı změny v
chováńı nebo ve fyziologii. Avšak studie na jiných modelech dávaj́ı určitou naději při
hledáńı možných roĺı buněčného prionového proteinu v organismu [17].
K možným funkćım buněčného prionového proteinu paťŕı role v lymfocytárńı ak-
tivaci, synaptické plasticitě, neuroprotekci, signálńı transdukci, v metabolismu mědi a
také v diferenciaci a neurogenezi nervových kmenových buněk a při obnově hematopo-
etických kmenových buněk [17].
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2.1.3 Paralogy prionového proteinu
Během pokus̊u na myš́ıch s deletovaným Prpn genem byly objeveny dva paralogy pri-
onového proteinu (PrP).
Jako prvńı byl identifikován tzv. ”doppel” protein (Dpl). Tento protein se vyskytuje
v CNS během embryogeneze a v počátćıch života po narozeńı, v dospělosti je tento pro-
tein exprimován ve vysoké mı́̌re předevš́ım ve varlatech, kde hraje d̊uležitou roli při sper-
matogenezi. Jeho struktura sestává ze 179 aminokyselinových zbytk̊u kódovaných Prnd
genem. Homologie ke struktuře PrP je zřejmá předevš́ım v oblasti C-konce, naopak Dpl
postrádá opakuj́ıćı se úseky osmi aminokyselin (”octarepeats”) a hydrofobńı doménu
na N-konci proteinu. V př́ıpadě posttranslačńıch úprav (glykosylace, GPI-kotva, disul-
fidický můstek) se tyto dva proteiny shoduj́ı [18, 19].
Druhým paralogem PrP je tzv. ”shadoo” protein (Sho), jenž ve své struktuře obsa-
huje 145 aminokyselin a je kódován genem označeným jako Srpn. Sd́ıĺı některé struk-
turńı podobnosti s PrP jako např. glykosylovaný charakter molekuly, GPI-kotvu nebo
hydrofobńı sekvenci aminokyselinových zbytk̊u. Také se stejně jako PrP exprimuje
předevš́ım v mozkové tkáni, která je hlavńım ćılem prionové infekce. T́ımto se lǐśı od
Dpl, který se za normálńıch podmı́nek v mozku neexprimuje [20, 21, 22].
Právě s ohledem na rozd́ılnou expresi těchto dvou paralog̊u nelze zat́ım přesně ř́ıct,
který z nich napomáhá spolu s PrP vzniku infekce a jaké jsou jejich skutečné role v
organismu.
2.2 Konverze prionového proteinu
Na základě mnohých pokus̊u se předpokládá, že podstatou prionové hypotézy je právě
konverze buněčného prionového proteinu (PrPC) v patologický prionový protein (PrPSc).
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2.2.1 Molekulárńı mechanismus konverze prionového proteinu
Přesný molekulárńı mechanismus této reakce neńı dosud znám, avšak na základě do-
savadńıch poznatk̊u byly navrženy dva modely mechanismu konverze (znázorněno na
obr. 2.3, str. 19):
• Matricový model
Tento model předpokládá, že molekula patologického prionového proteinu slouž́ı
jako templát pro konverzi PrPC v PrPSc, jenž se dále skládá do amyloid̊u, které,
na rozd́ıl od samostatných molekul PrPSc, nemaj́ı na š́ı̌reńı infekce žádný vliv.
Samovolná přeměna PrPC v PrPSc neńı z d̊uvodu energetické bariéry možná [23].
• Nukleačně polymeračńı model
Termodynamická rovnováha mezi PrPC a PrPSc je předpokladem druhého uve-
deného modelu konverze. Tato rovnováha je ale výrazně posunuta směrem k PrPC .
Dı́ky tomu je samovolná přeměna PrPC v PrPSc téměř vyloučena. Pomalým for-
mováńım oligomer̊u patologického prionového proteinu vznikaj́ı infekčńı jádra a
rychlost těchto reakćı záviśı na koncentraci PrPSc a velikosti jader. Po vzniku
prvńıho infekčńıho jádra se rychlost reakćı zvyšuje a vznikaj́ı větš́ı agregáty PrPSc,
následně se štěṕı na nové jádra a přeměňuj́ı daľśı molekuly PrPC , dokud nenastane
termodynamická rovnováha [24].
Žádný z těchto model̊u nebyl dosud potvrzen. Chyb́ı d̊ukazy podpořené experi-
mentálńımi výsledky a dosud přesně neobjasněnou strukturou PrPSc.
2.2.2 Faktory konverze prionového proteinu
Dle matricového modelu konverze byl přijat názor, že PrPSc napadá a přeměňuje PrPC a
d́ıky tomu se formuj́ı daľśı molekuly patologického proteinu. Mnohé výsledky naznačuj́ı,
že tohoto, dosud plně neobjasněného procesu, se účastńı jeden nebo v́ıce daľśıch faktor̊u,
jež mohou ovlivňovat pr̊uběh konverzńı reakce [10, 17].
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Obrázek 2.3: Dva modely konverze buněčného prionového proteinu (PrPC) v patologický
prionový protein (PrPSc), A: matricový model, B: nukleačně polymeračńı model, převzato z
[25]
Po pokusech na transgenńıch myš́ıch exprimuj́ıćıch lidský a chimérńı myš́ı-lidský pri-
onový protein byl vysloven předpoklad o existenci hypotetického makromolekulárńıho
faktoru, prozat́ım nazvaného protein X. Ten by se měl vázat na PrPC , vytvořit s ńım
binárńı komplex a t́ım ovlivňovat jeho konverzi v PrPSc. Původ a vlastnosti tohoto
proteinu nejsou dosud známy [26].
Ačkoli zat́ım nebyl objeven žádný konkrétńı faktor, který by se prokazatelně účastnil
procesu konverze PrPC v PrPSc, existuje řada známých vazebných partner̊u prionového
proteinu a jejich počet se neustále zvyšuje (shrnuto v tab. 2.1, str. 20). Tyto proteiny
mohou být d̊uležité při studiu daľśıch funkćı prionového proteinu v organismu [17].
Daľśı skupinu potenciálńıch faktor̊u konverze prionového proteinu tvoř́ı neb́ılkovinné
komponenty, jež se př́ımo pod́ılej́ı na stabilizaci molekuly PrPSc a jsou jej́ı ned́ılnou
součást́ı. K této skupině jsou řazeny předevš́ım polysacharidy, které mohou napomáhat
ke stabilitě molekuly PrPSc a jej́ı částečné rezistenci v̊uči proteolýze. Daľśımi možnými
faktory této skupiny jsou také sfingolipidy a cholesterol, avšak toto zjǐstěńı neńı nijak
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překvapuj́ıćı vzhledem k membránové lokalizaci prionového proteinu. Nukleové kyseliny,
a obecně i nejsṕı̌se jakékoliv jiné polyaniontové struktury, se mohou účastnit konverzńı
reakce a to tak, že se specificky naváž́ı na N-konec molekuly prionového proteinu, a t́ım
pozměńı jeho strukturu a tud́ıž i biochemické vlastnosti [27].
Tabulka 2.1: Vazebńı partneři prionového proteinu, upraveno podle [17]
proteina buněčná lokalizace
GFAP cytosol
heparin sulfát extracelulárńı matrix
Bcl-2 membrány endoplazmatického retikula a mitochondríı
Hsp60 mitochondriálńı matrix, cytosol
LRP/LR plazmatická membrána
p66/STI1 cytosol, jádro, plazmatická membrána
Nrf2, APLP1 jádro, neznámá
dystroglykanový komplex plazmatická membrána, endosomálně/lysosomálńı systém
kaveolin-1, Fyn plazmatická membrána (lipidové rafty), cytoplazma
PLG extracelulárńı matrix, lipidové rafty
laminin extracelulárńı matrix
NCAM plazmatická membrána
synapsin 1b, Grb2, Pint1 synaptické vezikuly, cytosol, neznámá
PLG & tPA extracelulárńı matrix, lipidové rafty
PLG & plazmin extracelulárńı matrix, lipidové rafty




a GFAP (”glial fibrillary acidic protein”), LRP/LR (”laminin receptor precursor/laminin receptor”), STI1 (”stress-
inducible protein 1”), Nrf2 (”NF-E2-related factor 2”), APLP1 (”amyloid precursor-like protein 1”), PLG (plazminogen),
NCAM (”neutral cell adhesion molecule”), Pint1 (”prion protein ineractor 1”), tPA (”tissue type plasminogen activator”),
NRAGE (”neurotrophin receptor interacting MAGE homolog”)
b Složeńı proteinového komplexu : ribosomálńı protein P0, β-aktin, CNPasa, kreatinkinasa B, NSE (”neuron-specific
enolase”), klathrin (těžký řetězec), α-spektrin, Na+/K+ ATPasa α3 podjednotka, GFAP, PLP (”proteolipid protein”),
STXBP1 (”syntaxin-binding protein”), ζ-14-3-3, BASP1 (”brain abundant signal protein 1”)
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2.3 Výzkum prionových onemocněńı
Zásadńım a dosud plně nepochopeným jevem při přenosu a patogenezi transmisivńıch
spongiformńıch chorob z̊ustává mechanismus konverze PrPC v PrPSc. Jako největš́ı
naděje při objasňováńı tohoto mechanismu a tedy i při definitivńım potvrzeńı prionové
hypotézy se jev́ı předevš́ım vývoj in vitro bezbuněčných metod co nejdokonaleji napo-
dobuj́ıćıch propagaci prion̊u in vivo. Stěžejńım bodem těchto metod je př́ıprava plně
infekčńıho agens z purifikovaného PrPC nebo ještě lépe z rekombinantńıho buněčného
prionového proteinu, připraveného ve velkém množstv́ı a v požadované kvalitě. Daľśım
d̊uležitým bodem výzkumu prionových onemocněńı je studium efektu faktor̊u konverze
prionového proteinu a také vlivu posttranslačńıch modifikaćı prionového proteinu.
2.3.1 Rekombinantńı prionový protein
Rekombinantńı prionový protein, produkovaný pomoćı r̊uzných expresńıch systémů,
a to předevš́ım pomoćı bakteriálńıch a kvasinkových kultur, ale také prostřednictv́ım
savč́ıch buněk, se stal d̊uležitým nástrojem výzkumu prionových onemocněńı.
Konkrétně rekombinantńı prionový protein exprimovaný v bakteríıch E.coli je vy-
už́ıván v mnoha metodách, z nichž nejd̊uležitěǰśı jsou modelováńı prionové konverze in
vitro, př́ıprava polyklonálńıch a monoklonálńıch protilátek proti r̊uzným konformačńım
variantám prionového proteinu a také studium diagnostiky a terapie prionových cho-
rob. Tyto aplikace vyžaduj́ı velmi čistý rekombinantńı protein s co nejmenš́ım pod́ılem
r̊uzných modifikovaných nebo částečně oxidovaných a degradovaných variant tohoto
proteinu. Do této doby bylo publikováno množstv́ı článk̊u, zabývaj́ıćıch se př́ıpravou,
purifikaćı a renaturaćı rekombinantńıho prionového proteinu r̊uzných živočǐsných druh̊u,
o r̊uzné délce aminokyselinového řetězce a v některých př́ıpadech také s připojenými
afinitńımi kotvami [28, 29, 30, 31, 32, 33].
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K ověřeńı kvalitativńıch a kvantitativńıch charakteristik rekombinantńıho prionového
proteinu se použ́ıvaj́ı metody jako SDS-PAGE, western blot a spektroskopické techniky,
např. měřeńı absorbance v UV spektru, CD spektroskopie nebo hmotnostńı spektrosko-
pie.
2.3.2 Konverze prionového proteinu in vitro
Studium molekulárńı podstaty konverze prionového proteinu se ve svých počátćıch
soustředilo na sledováńı pr̊uběhu vzniku a přenosu prionových onemocněńı, a to pře-
devš́ım na buněčných a zv́ı̌rećıch modelech [34, 35]. Během dlouhé doby byly vyv́ıjeny
daľśı metody studia konverze prionového proteinu se zaměřeńım na in vitro eseje, z
nichž ale dosud žádná nebyla schopna přesně reprodukovat tuto reakci mezi PrPC a
PrPSc, vedoućı ke vzniku onemocněńı [36].
Během prvńıch pokus̊u se vědci zaměřili na př́ıpravu rezistentńıch variant prio-
nového prtoeinu (PrP-res) z chimérńıho nebo radioaktivně značeného prionového pro-
teinu produkovaného eukaryotńımi buňkami, jenž byl v podobě buněčného lyzátu inku-
bován s endogenńım nebo exogenńım PrPSc. V daľśım př́ıpadě se pokusili připravit PrP-
res také z radioaktivně značeného PrPC , avšak připraveného v bezbuněčném systému,
inkubaćı s mikrosomálńımi membránami izolovanými z infikovaných mozkových buněk.
Bohužel žádný z těchto postup̊u nevedl k přeměně buněčného prionového proteinu v
PrP-res. Přesto tyto experimenty položily základ pro daľśı výzkum metod konverze
prionového proteinu in vitro [37].
• ”Cell-free” konverzńı esej
Velký skok ve výzkumu prionových onemocněńı znamenal vývoj nové metody,
”cell-free” konverzńıho eseje, d́ıky které se podařilo připravit protein vykazuj́ıćı
částečnou rezistenci v̊uči proteinase K [38]. Základ úspěchu spoč́ıval v PrPSc, pu-
rifikovaném z infikovaných mozkových buněk v př́ıtomnosti 2-3 M guanidinhyd-
rochloridu (GdnHCl), který byl v nadbytku přidán k radioaktivně značenému
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PrPC , produkovanému fibroblastovými buňkami. Vzniklé molekuly PrP-res byly
podrobeny štěpeńı pomoćı proteinasy K a poté analyzovány na základě jejich ra-
dioaktivity. Takto bylo zjǐstěno, že samotné konverzńı reakce se zúčastnilo a bylo
tedy přeměněno přibližně 10 až 20 % PrPC [39, 40, 41]. Tento esej byl dále modifi-
kován, např. použit́ım KCl nebo NaCl mı́sto GdnHCl. Tato změna prostřed́ı měla
lépe napodobovat skutečné fyziologické podmı́nky konverze, avšak výtěžek reakce
za těchto podmı́nek byl podstatně menš́ı [40, 42, 43, 44, 45]. PrP-res, vzniklý na
základě této metody, ale nemohl být plně charakterizován jako produkt reakce
kv̊uli vysokému nadbytku na počátku přidaného PrPSc a tedy ani identifikován
jako infekčńı agens při př́ıpadném vyvoláńı onemocněńı [46].
• ”Cell-lysate” konverzńı esej
Daľśı pokrokem ve výzkumu se stala metoda nazvaná ”cell-lysate” konverzńı
esej. Vědc̊um se zde podařilo připravit PrP-res, a to na základě inkubace lyzátu
chimérńıho PrPC , produkovaného buňkami vaječńıku, s nadbytkem PrPSc z infi-
kovaných mozkových buněk. Navzdory stejným problémům s infektivitou proteinu
jako v př́ıpadě předchoźı ”cell-free” konverzńıho eseje vyvstal d̊uležitý problém
celého výzkumu prionových onemocněńı, a to právě otázka efektu faktor̊u kon-
verze, jež se mohou vyskytovat právě v buněčném lyzátu a ovlivňovat tak pr̊uběh
reakce [47].
• Cyklická amplifikace (PMCA)
Skutečným pr̊ulomem ve výzkumu konverze prionového proteinu in vitro byl ob-
jev metody cyklické amplifikace. Úspěch této metody spoč́ıvá ve využit́ı soni-
kace, která napomáhá rozb́ıjet amyloidové struktury a vytvářet tak malé shluky
molekul PrPSc, které potom slouž́ı jako amplifikačńı jádra pro daľśı přeměnu
molekul PrPC . Konkrétńı reakčńı směs se skládá z infekčńıho mozkového ho-
mogenátu, z velmi vysokého nadbytku buněčného prionového proteinu rovněž
ve formě mozkového homogenátu a detergent̊u, a to jak iontových (SDS), tak
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i neiontových (Triton X-100) [48]. Tato metoda umožňuje př́ıpravu libovolného
množstv́ı PrP-res s ohledem na počet cykl̊u reakce a d́ıky př́ıstroji, který umožňuje
naprogramovat počet cykl̊u i intervaly sonikačńıch impuls̊u, je i relativně poho-
dlná [49]. Vytvořené molekuly PrP-res zachovávaj́ı stejné biochemické vlastnosti
jako p̊uvodńı PrPSc v infekčńım mozkovém homogenátu a stejně tak jsou schopné
vyvolat i onemocněńı. Takto vyvolaná prionová choroba se ale vyznačuje deľśı
inkubačńı dobou, zachovává si však p̊uvodńı schopnost přenosu z jednoho jedince
na druhého [50]. I tato metoda podporuje názor o nutné př́ıtomnosti faktor̊u kon-
verze prionového proteinu. Problémem této metody je předevš́ım obt́ıžná repro-
dukovatelnost vzhledem k možným rozd́ıl̊um mezi jednotlivými kmeny prionového
proteinu, nutný je optimalizačńı proces [51].
• Cyklická amplifikace v neiontovém prostřed́ı
Modifikaćı klasické cyklické amplifikace vznikla daľśı metoda konverze prionového
proteinu in vitro, jež se zaměřila předevš́ım na studium už několikrát zmı́něných
faktor̊u, jež jsou pravděpodobně ned́ılnou součást́ı celé konverzńı reakce. Aby
mohly být tyto faktory dále zkoumány, bylo nutné omezit vliv sonikace a ion-
tových detergent̊u (SDS). Pokud byly do reakčńı směsi přidány pouze purifiko-
vané proteiny (PrPC z mozkového homogenátu a PrP27-30), výtěžek konverze se
výrazně sńıžil v porovnáńı s předchoźı metodou PMCA [52]. Přidáńım syntetické
RNA k reakčńı směsi bylo dosaženo opačného výsledku, tedy podstatného zvýšeńı
výtěžku konverzńı reakce [53, 54]. Stejného efektu bylo dosaženo i po opětovném
zařazeńı sonikace a i d́ıky d̊ukladnému promı́cháváńı reakčńı směsi [53]. Dokonce
i při odstraněńı PrP27-30 z reakčńı směsi (obsahuj́ıćı tedy jen PrPC a RNA) se
během inkubace a třepáńı vytvořili molekuly PrP-res, které byly schopny vyvolat
u experimentálńıch zv́ı̌rat prionové onemocněńı [54, 55].
• Rekombinantńı cyklická amplifikace
Daľśı z možných modifikaćı klasické cyklické amplifikace představuje konverzńı
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reakce rekombinantńıho prionového proteinu produkovaného bakteriemi E.coli
za př́ıtomnosti purifikovaného PrPSc nebo př́ımo infekčńıho mozkového homo-
genátu. Tato metoda využ́ıvá stejný princip produkce PrP-res jako klasická me-
toda PMCA, tedy sonikačńı impulsy, v př́ıtomnosti neiontového detergentu Tri-
tonu X-100, jež by měl zabraňovat spontánńı agregaci rekombinantńıho prio-
nového proteinu. Právě použit́ı rekombinantńıho proteinu jako substrátu (mı́sto
purifikovaného PrPC) umožňuje do jisté mı́ry eliminovat vliv faktor̊u konverzńı
reakce [56].
• ”Quaking-induced” konverzńı esej (QUIC)
”Quaking-induced” konverzńı esej byl vyvinut na základě předchoźı metody re-
kombinantńı cyklické amplifikace. Sonikace je v tomto př́ıpadě nahrazena automa-
tizovaným třepáńım v předem daných časových intervalech, jež indukuje konverzi
PrPC v PrP-res v př́ıtomnosti infekčńıho mozkového homogenátu. Výhody této
metody jsou zřejmé, jedná se předevš́ım o časovou nenáročnost, ale také o jedno-
duchost, vysokou sensitivitu a snadnou reprodukovatelnost [57].
• Autokatalytická konverzńı esej
Tento nový in vitro esej byl navržen na základě předpokladu o autokatalytické
vlastnosti rekombinantńıho prionového proteinu samovolně se přeměnit v PrP-res
i v nepř́ıtomnosti PrPSc. Rekombinantńı prionový protein se v prostřed́ı močoviny
nebo guanidinhydrochloridu formuje ve dva r̊uzné typy struktur bohatých na
skládané listy, a to β-oligomery a fibrily. Vlivem soustavného třepáńı vznikaj́ı
fibrily př́ımo z jednotlivých molekul rekombinantńıho proteinu nebo i postupně
přes β-oligomery. Tvorbu fibril je možné sledovat pomoćı fluorescenčńıho barviva
thioflavinu T, které se specificky váže právě na vznikaj́ıćı fibrily rezistentńıho pro-
teinu. Tato metoda umožňuje provádět konverzńı reakci v nepř́ıtomnosti jakýchko-
liv faktor̊u a př́ıměśı d́ıky vyloučeńı všech buněčných forem jak purifikovaných
protein̊u, tak ve formě homogenátu [27, 58, 59].
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Vývoj všech výše zmı́něných metod znamenal d̊uležitý pokrok ve výzkumu prio-
nových onemocněńı a poskytl vědc̊um nástroj k daľśımu studiu, a to předevš́ım ke
studiu efektu faktor̊u konverze prionového proteinu, jenž se ukázaly být významnou
otázkou při dokazováńı prionové hypotézy.
2.3.3 Studium faktor̊u konverze prionového proteinu
Studiem efektu faktor̊u na konverzi prionového proteinu se vědci začali zabývat po sérii
neúspěšných pokus̊u o vytvořeńı plně infekčńıho PrP-res z rekombinantńıho prionového
proteinu. Pomoćı autokatalytické konverzńı eseje byly připraveny fibrily a jejich směśı
byly inokulovány experimentálńı zv́ı̌rata a to jak ”wild-type”, tak transgenńı zv́ı̌rata
exprimuj́ıćı prionový protein ve zvýšené mı́̌re. Infekce se projevila u transgenńıch zv́ı̌rat,
avšak tento výsledek neńı možné považovat za úplně věrohodný vzhledem k možnosti sa-
movolného vzniku infekce u takto geneticky modifikovaných organismů. Naproti tomu,
projevy infekce u ”wild-type” jedinc̊u byly minimálńı [60, 61, 62, 63] (znázorněno na
obr. 2.4, str. 27).
Stěžejńıch výsledk̊u bylo dosaženo pomoćı metody cyklické amplifikace (PMCA).
Pokus byl proveden se směśı nedenaturovaného rekombinantńıho prionového proteinu,
kompletńı purifikované jaterńı RNA a syntetických lipid̊u, konkrétně 1-palmitoyl-2-
oleoyl-fosfatidylglycerol (POPG). Takto vznikl PrP-res, který byl schopen ve 100%
př́ıpadech infikovat ”wild-type” zv́ı̌rata, která později na tuto infekci i zemřela. Cha-
rakteristickými rysy infekce byla relativně krátká inkubačńı doba a také schopnost
přenosu mezi jedinci stejného druhu [64] (znázorněno na obr. 2.4, str. 27).
Nejnověji byly publikovány výsledky pokusu, při němž se povedlo infikovat ”wild-
type” jedince pomoćı PrP-res, připraveného metodou rekombinantńı cyklické amplifi-
kace, z rekombinantńıho prionového proteinu ve směsi s PrP27-30, izolovaným a puri-
fikovaným z infekčńıho mozkového homogenátu [65].
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Výsledky všech těchto pokus̊u tedy jednoznačně dokazuj́ı d̊uležitou roli faktor̊u při
konverzi prionového proteinu a vytvořené protokoly pro př́ıpravu PrP-res schopných
infekce budou nadále sloužit pro studium přesných reakčńıch mechanismů konverze a
charakteristik prostřed́ı, ve kterých tato reakce prob́ıhá.
Obrázek 2.4: Schéma popisuj́ıćı dva r̊uzné protokoly př́ıpravy PrP-res z rekombinantńıho pri-
onového proteinu, amyloidńı fibrily připravené pomoćı autokatalytické konverzńı eseje vyka-
zuj́ıćı minimálńı projevy infekce (vlevo), vysoce infekčńı prionové částice o neznámé struktuře
připravené pomoćı metody cyklické amplifikace (PMCA) v př́ıtomnosti kompletńı jaterńı RNA
a syntetických lipid̊u na bázi fosfatidylglycerolu (vpravo), převzato z [66]
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2.3.4 Posttranslačńı neenzymatické modifikace prionového pro-
teinu
Zaj́ımavým a dosud neprobádaným faktorem ovlivňuj́ıćım konverzi prionového pro-
teinu a t́ım i vznik prionového onemocněńı, a to předevš́ım onemocněńı sporadického
p̊uvodu, jsou posttranslačńı neenzymatické modifikace. Tyto reakce mohou pozměnit
strukturu proteinu a taktéž ovlivnit jeho funkci, v krajńım př́ıpadě zp̊usobit i agregaci,
následnou akumulaci proteinu a vznik např. Alzheimerovy nebo Parkinsonovy choroby,
popř. některých prionových onemocněńı [67].
V roce 1912 Louis Camille Maillard navrhl reakčńı mechanismus glykace, tedy re-
akce mezi redukuj́ıćımi cukry (znázorněny na obr.2.5, str. 29) a jejich karbonylovými
skupinami a volnými aminoskupinami nejr̊uzněǰśıch látek vyskytuj́ıćıch se v organismu,
převážně tedy protein̊u, ale také nukleotid̊u a některých fosfolipid̊u [68]. Tento proces
dává vznik ireverzibilně modifikovaným molekulám zvaným AGEs, tedy ”advanced gly-
cation end products” [69]. V př́ıpadě protein̊u jsou nejčastěǰśımi ćıli modifikace právě
lysinové a argininové aminokyselinové zbytky, N-koncové amino- a thiolové skupiny.
Pr̊uběh reakce je ovlivňován jak koncentraćı a reaktivitou glykačńıch činidel [70, 71, 72],
př́ıtomnost́ı katalyzátor̊u reakce, hodnotou pH i teplotou [73, 74, 75], ale i samotným
typem ćılového proteinu [76]. K protein̊um, u nichž byla prokázána glykace a jež jsou
spojovány se vznikem neurodegenerativńıch chorob, patř́ı např. amyloid β, tau protein
a také samozřejmě prionový protein. Vliv glykace je nejčastěji spojován se vznikem sta-
bilńıch adukt̊u, které se dále spojuj́ı a vytvářej́ı tak fibrilárńı struktury typické právě
pro neurodegenerativńı choroby. Přesný pr̊uběh tohoto procesu ale neńı dosud plně
objasněn, existuj́ı pouze domněnky, stejně jako při objasňováńı konkrétńı role glykace
v patologii výše zmı́něných onemocněńı. Takto modifikované molekuly, tedy AGEs, se
mohou vázat na své specifické receptory zvané RAGE a jejich prostřednictv́ım vyvo-
lat oxidativńı stres a vznik zánětu v buňkách aktivaćı signálńı dráhy NF-κβ [67, 77].















Obrázek 2.5: Chemické vzorce dikarbonyl̊u, konkrétně methylglyoxalu, glyoxalu a 3-
deoxyglukosonu jako nejběžněǰśıch glykačńıch činidel, upraveno podle [67]
Jak už bylo řečeno výše, i prionový protein podléhá glykačńım proces̊um a v ta-
kovéto podobě, spolu se specifickými receptory RAGE, byl i izolován z mozk̊u paci-
ent̊u trṕıćıch Creutzfeldovou-Jakobovou chorobou (CJD) a jeho množstv́ı porovnáno s
mozky zdravých jedinc̊u [78]. Bylo zjǐstěno, že modifikované aminokyselinové zbytky se
nacházej́ı výlučně na N-konci proteinu a ačkoli např. lidský prionový protein obsahuje po
odštěpeńı signálńı sekvence 21 argininových a lysinových zbytk̊u, tak samotná glykace
je velmi specifická a účastńı se j́ı jen některé vhodné aminokyseliny. V př́ıpadě lidského
prionového proteinu se jedná o lysinové zbytky v pozićıch 23, 24 a 27 a argininový
zbytek 37 [79]. Dı́ky těmto skutečnostem lze předpokládat, že glykace je posttranslačńı
modifikace, jež by mohla ovlivňovat strukturu a tedy i samotnou funkci protein̊u. Po-
kud by se tento předpoklad ukázal správným, mohl by být tento modifikačńı proces, a
předevš́ım jeho mechanismus, dále studován jako ćıl terapie (např. inhibitory nebo sti-
mulátory glykace) a to nejen v př́ıpadě prionových onemocněńı, ale i v př́ıpadě daľśıch
neurodegenerativńıch chorob [67].
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Obrázek 2.6: Schéma popisuj́ıćı pravděpodobný mechanismus posttranslačńı neenzymatické
modifikace protein̊u spojených s neurodegenerativńımi chorobami, konkrétně proces glykace
protein̊u ve fáźıch oligomerizace a tvorby amyloid̊u a následnou aktivaci specifických receptor̊u




V předkládané diplomové práci bylo mým ćılem připravit rekombinantńı myš́ı prionový
protein a studovat jeho vlastnosti. Správné sbaleńı purifikovaného a renaturovaného pro-
teinu bylo ověřeno pomoćı CD spektroskopie. Takto připravený protein byl použit pro
studium neenzymatické modifikace postranńıch aminokyselinových řetězc̊u, konkrétně




4.1 Materiál a př́ıstroje
4.1.1 Použité chemikálie
agarosa Bio-Rad (Hercules, USA)
akrylamid/bis-akrylamid Bio-Rad (Hercules, USA)
amberlit Sigma (Buchs, Švýcarsko)
ampicilin Sigma (Buchs, Švýcarsko)
BCIP/NBT Millipore (Watford, UK)
bromfenolová modř Sigma (Buchs, Švýcarsko)
Coomassie Brilliant Blue G250 Bio-Rad (Hercules, USA)
dihydrogenfosforečnan draselný Sigma (Buchs, Švýcarsko)
dihydrogenfosforečnan sodný Sigma (Buchs, Švýcarsko)
DMSO Sigma (Buchs, Švýcarsko)
Deep Vent DNA polymerasa New England BioLabs (Ipswich, USA)
DNAsa II Sigma (Buchs, Švýcarsko)
dNTP’s Fermentas (Burlington, Kanada)
EDTA Sigma (Buchs, Švýcarsko)
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ethanol Penta (Praha, ČR)
ethidium bromid Sigma (Buchs, Švýcarsko)
glutathion Sigma (Buchs, Švýcarsko)
glycerol Penta (Praha, ČR)
glycin Penta (Praha, ČR)
hydrogenfosforečnan sodný Sigma (Buchs, Švýcarsko)
hydroxid sodný Penta (Praha, ČR)
chlorid draselný Penta (Praha, ČR)
chlorid sodný Penta (Praha, ČR)
IPTG Roth (Karlsruhe, Německo)
isopropanol Penta (Praha, ČR)
kyanoborohydrid sodný Sigma (Buchs, Švýcarsko)
kyselina boritá Penta (Praha, ČR)
kyselina glyoxalová Sigma (Buchs, Švýcarsko)
kyselina chlorovod́ıková Penta (Praha, ČR)
kyselina octová Penta (Praha, ČR)
laurylsulfát sodný, n-dodecylsulfát sodný (SDS) Bio-Rad (Hercules, USA)
LB-agarosa Roth (Karlsruhe, Německo)
LB-médium Roth (Karlsruhe, Německo)
lysosym Sigma (Buchs, Švýcarsko)
2-merkaptoethanol Bio-Rad (Hercules, USA)
methanol Penta (Praha, ČR)
močovina Penta (Praha, ČR)
octan sodný Penta (Praha, ČR)
peroxodiśıran amonný Sigma (Buchs, Švýcarsko)
PMSF Sigma (Buchs, Švýcarsko)
proteinasa K Sigma (Buchs, Švýcarsko)
Rapid Ligation pufr Fermentas (Burlington, Kanada)
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restrikčńı endonukleasa BamHI New England BioLabs (Ipswich, USA)
restrikčńı endonukleasa NdeI Fermentas (Burlington, Kanada)
RNAsa A Sigma (Buchs, Švýcarsko)
sacharosa Penta (Praha, ČR)
sušené mléko Bio-Rad (Hercules, USA)
T4 DNA ligasa Fermentas (Burlington, Kanada)
Tango pufr Fermentas (Burlington, Kanada)
TEMED Sigma (Buchs, Švýcarsko)
ThermoPol pufr New England BioLabs (Ipswich, USA)
Tris Roth (Karlsruhe, Německo)
Triton X-100 Sigma (Buchs, Švýcarsko)
Tween 20 Sigma (Buchs, Švýcarsko)
4.1.2 Laboratorńı př́ıstroje
• termálńı cyklér Mastercycler Gradient, Eppendorf (Německo)
• horizontálńı agarosová elektroforéza Mini-Sub Cell GT System, Bio-Rad (USA)
• dokumentačńı systém MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems (Izrael)
• centrifugy: Centrifuge 5810 R, Eppendorf (Německo); MiniSpin plus, Eppendorf
(Německo)
• inkubátor TCH 100, Laboratorńı př́ıstroje (ČR)
• inkubovaná třepačka NB-205, N-Biotek (Korea)
• sonikátor Sonic dismembrator, Dynatech (USA)
• pH metr inoLab Level 1, WTW (Německo)
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• pH elektroda Single Pore Glass, Hamilton (Švýcarsko)
• UV-VIS spektrofotometr Biowave S2100, Biochrom (UK)
• vertikálńı polyakrylamidová elektroforéza Mini-PROTEAN, Bio-Rad (USA)
• blotovaćı zař́ızeńı Trans-Blot SD System, Bio-Rad (USA)
• termostaty: CH-100, Biosan (Litva); HB-2, Wealtec (Taiwan)
4.1.3 Ostatńı použitý materiál
• chromatografická kolona Econo-Pac, Bio-Rad (USA)
• dialyzačńı membrána ZelluTrans, Roth (Německo)
• centrifugačńı filtry Amicon Ultra-4 a Ultra-0,5, Millipore (UK)
• nitrocelulosová membrána, Bio-Rad (USA)
• dialyzačńı nádoby Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units, Pierce (USA)
• souprava QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (USA)
• souprava JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit, Genomed (Německo)
4.1.4 Bakteriálńı buňky, plazmidy, protilátky a afinitńı matri-
ce
• bakteriálńı buňky Escherichia coli BL21(DE3)RIL, Novagen (USA)
• bakteriálńı buňky Escherichia coli DH5α, Novagen (USA)
• plazmid pET-15b, Novagen (USA)
• myš́ı monoklonálńı protilátka proti PrPC : AH6, TSE Resource Centre (UK)
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• myš́ı monoklonálńı protilátka proti PrPC : AG4, TSE Resource Centre (UK)
• myš́ı monoklonálńı protilátka proti PrPC AGE: EM31, Exbio (ČR)
• koźı polyklonálńı protilátka proti thrombinu: K-20, Santa Cruz Biotechnology
(USA)
• osĺı sekundárńı protilátky: DAM-AP, DAG-AP; Jackson ImmunoResearch (USA)
• afinitńı matrice Ni-NTA Agarose, Qiagen (USA)
• afinitńı matrice Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare (UK)
4.2 Metody
4.2.1 Konstrukce plazmidu pET-15b obsahuj́ıćı gen pro myš́ı
rekombinantńı prionový protein (mrPrP)
• Amplifikace DNA
Ke konstrukci plazmidu obsahuj́ıćıho př́ıslušný gen pro mrPrP byly použity pri-
mery pET-up a pET-down a jako templátová DNA plazmid pMAL-c obsahuj́ıćı
gen pro mrPrP (věnován T. Stopkou z ÚHKT).
Primery pro PCR reakci :
pET-up:
5 - CGCGGCAGCCATATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGAGGGTGG - 3
pET-down:
5 - CGCGGATCCTCAGGATCTTCTCCCGTCGTAATAGGCCTGGGA - 3
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Tabulka 4.1: PCR směs
voda 39,5 µl
ThermoPol pufr 5 µl
pET-up primer 0,5 µl
pET-down primer 0,5 µl
Deep Vent polymerasa 1 µl
templátová DNA 1 µl
5mM dNTP’s 2,5 µl
Pracovńı cyklus :
1. 94oC/2 min
2. (95oC/1 min - 62oC/1 min - 72oC/1 min) 30x
3. 72oC/10 min - 4oC
• Štěpeńı DNA restrikčńımi enzymy
Poté bylo k 25 µl PCR směsi přidáno 30 µl TANGO pufru, 5 µl směsi restrikčńıch
enzymů BamHI a NdeI a doplněno vodou do 150 µl. Směs byla ponechána v
inkubátoru při 37oC po dobu tř́ı hodin. Pr̊uběh reakce byl ověřen pomoćı hori-
zontálńı agarosové elektroforézy.
• Izolace DNA z agarosového gelu
Z agarosového gelu byl vyř́ıznut skalpelem proužek obsahuj́ıćı požadovanou naště-
penou DNA, jež byla poté izolována pomoćı soupravy QIAquick Gel Extraction
Kit [80]. Vyř́ıznutý proužek gelu byl zvážen a k DNA byly přidány tři objemy
QG pufru. Tato směs byla inkubována 10 minut při 50oC, popř. lehce vortexována
každé dvě minuty, dokud nedošlo k úplnému rozpuštěńı agarosy. Poté byl přidán
jeden objem isopropanolu a směs byla intenzivně promı́chána. Minikolonka byla
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umı́stěna do mikrozkumavky a vzorek DNA byl aplikován do této minikolonky a
odstředěn při 14000 g, 1 minutu, při laboratorńı teplotě. Poté byl filtrát odstraněn
a do minikolonky bylo přidáno 750 µl PE pufru a roztok byl odstředěn při 14000 g,
1 minutu, při laboratorńı teplotě. Zachycená DNA byla eluována z minikolonky 50
µl sterilńı vody odstředěńım při 14000 g, 1 minutu, při laboratorńı teplotě. Kvalita
DNA byla ověřena pomoćı horizontálńı agarosové elektroforézy (kap. 4.2.2).
• Ligace insertńı DNA do plazmidu pET-15b
Izolovaná DNA byla zaligována do vektoru pET-15b předem naštěpeného re-
strikčńımi endonukleasami BamHI a NdeI.
Tabulka 4.2: Reakčńı směs
DNA 6 µl
pET15b 1 µl
Rapid Ligation pufr 2 µl
T4 DNA ligasa 1 µl
Reakce prob́ıhala 30 minut při laboratorńı teplotě.
4.2.2 Horizontálńı agarosová elektroforéza
Roztoky :
TBE pufr (koncentrovaný 10x): 108 g Tris-HCl, 55 g H3BO3, 14,8 g EDTA, doplněno
vodou na 1 l, pH 8,0
vzorkový pufr: 40 % (w/v) sacharosa, 0,1 % (w/v) bromfenolová modř
K př́ıpravě 1 % agarosového gelu bylo smı́cháno 0,5 g agarosy s 50 ml TBE pufru
(koncentrovaný 1x), baňka byla zvážena a vzniklá suspenze byla zahř́ıvána 1 minutu v
mikrovlnné troubě do úplného rozpuštěńı. Po ochlazeńı na teplotu 60oC byly k roztoku
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přidány 2 µl ethidium bromidu o koncentraci 4 mg/ml. Roztok byl nalit do sestavené
formy s hřebenem, po ztuhnut́ı gelu (20 minut) byl vnitřńı prostor naplněn TBE pufrem
(koncentrovaným 1x) tak, aby hladina sahala 2 mm nad gel. Do jamek v gelu byly nane-
seny vzorky, předem smı́chané se vzorkovým pufrem v poměru 2:1. Pracovńı napět́ı bylo
nastaveno na 71 V, elektroforéza prob́ıhala 45 minut. Po skončeńı byl gel vizualizován
a naskenován pomoćı dokumentačńıho systému MiniLumi od firmy DNR Bio-Imaging
Systems.
4.2.3 Transformace
K 50 µl kompetentńıch buněk E.coli (laboratorńı kmen DH5α) bylo přidáno 5 µl DNA
po PCR (ligačńı směsi) a směs byla ponechána 10 minut na ledu. Mikrozkumavka se
směśı byla inkubována při 42oC po dobu 42 sekund a poté přenesena na 1 minutu
zpět na led (tzv. ”tepelný šok”). Ke směsi bylo přidáno 200 µl sterilńıho LB-média bez
antibiotika a mikrozkumavka byla dána na 1 hodinu do inkubátoru při 37oC. Poté byla
směs nanesena na misky s agarem, který obsahuje ampicilin (100 µg/ml). Misky byly
ponechány přes noc při teplotě 37oC.
4.2.4 Minipreparace plazmidové DNA (”miniprep”)
Bylo vybráno několik koloníı, narostlých po transformaci plazmidovou DNA, a jimi
bylo zaočkováno 5 ml sterilńıho LB-média obsahuj́ıćıho ampicilin o koncentraci 100
µg/ml. Bakterie rostly při 37oC přes noc při třepáńı v inkubované třepačce rychlost́ı
250 rpm a byly zcentrifugovány při 3200 g 10 minut při 4oC. K izolaci DNA byl použit
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit [81]. Po centrifugaci byl d̊ukladně odstraněn
supernatant a peleta byla rozsuspendována ve 250 µl roztoku G1. Vzniklá suspenze byla
přenesena do mikrozkumavky a bylo k ńı přidáno 250 µl roztoku G2, směs byla opatrně
promı́chána (nevortexována) a ponechána 5 minut inkubovat při laboratorńı teplotě.
Poté bylo přidáno 350 µl roztoku G3, směs byla promı́chána a odstředěna při 14000 g,
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10 minut, při laboratorńı teplotě. Supernatant byl přenesen do minikolonky a odstředěn
při 14000 g, 1 minutu, při laboratorńı teplotě, filtrát byl poté odstraněn. Do miniko-
lonky bylo přidáno 500 µl G4 pufru a roztok byl odstředěn při 14000 g, 1 minutu, při
laboratorńı teplotě, filtrát byl odstraněn a retenát v minikolonce byl znovu odstředěn
při 14000 g, 1 minutu, při laboratorńı teplotě. Zachycená DNA byla eluována z mini-
kolonky 35 µl 10 mM Tris-HCl pufru (pH 8,0), předehřátého na 100oC, odstředěńım
při 14000 g, 2 minuty, při laboratorńı teplotě. Kvalita DNA byla ověřena pomoćı hori-
zontálńı agarosové elektroforézy (kap. 4.2.2) a poté osekvenována v laboratoři ÚDMP
1. LF UK.
4.2.5 Exprese mrPrP v bakteríıch E.coli
K tomuto typu exprese byl použit kmen E.coli BL21(DE3)RIL. Ten ve svém genomu
obsahuje gen pro T7 RNA polymerasu pod kontrolou lac promotoru. Př́ıdavek IPTG
(isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid) tak indukuje tvorbu T7 RNA polymerasy, která
následně zajist́ı transkripci genu pro mrPrP, který se nalézá v plazmidu pET-15b pod
kontrolou T7 promotoru.
30 µl kompetentńıch buněk E.coli BL21(DE3)RIL bylo transformováno 2 µl plazmi-
dové DNA po minipreparaci (kap. 4.2.4). Vybranými koloniemi bylo zaočkováno 10 ml
(1 ml média zaočkován 1 koloníı) sterilńıho LB-média obsahuj́ıćıho ampicilin o výsledné
koncentraci 100 µg/ml. Bakterie rostly při 37oC přes noc při třepáńı v inkubované
třepačce při 250 otáček/min. Touto bakteriálńı suspenźı bylo zaočkováno 2x500 ml
sterilńıho LB-média obsahuj́ıćıho 100 µg/ml ampicilin. Baňky byly následně třepány v
inkubované třepačce rychlost́ı 250 rpm a teplotě 37 oC. Během třepáńı byl sledován r̊ust
bakteríı v médiu měřeńım optické hustoty při 595 nm (OD595). Při hodnotě OD 0,6-0,9
(asi 4 hodiny) byla provedena indukce exprese proteinu př́ıdavkem 5 ml 100 mM IPTG
na baňku (na výslednou koncentraci 1 mM). Po indukci byly bakterie kultivovány 3
hodiny při 250 rpm a teplotě 37 oC (nebo přes noc při 25 oC). Bakterie byly rozděleny
40
po 50 ml a sklizeny centrifugaćı při 3200 g, 10 minut, za teploty 4oC.
4.2.6 Př́ıprava močovinového extraktu mrPrP
Roztoky :
pufr I: PBS, 20 % sacharosa
pufr II: PBS, 25 % (w/v) sacharosa, 1 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSF,
5 mM 2-merkaptoethanol
ekvilibračńı pufr pro afinitńı chromatografii: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl,
8 M urea, 5 mM 2-merkaptoethanol; pH 8,0
Bakterie produkuj́ı požadovaný protein v denaturovaném stavu ve formě inkluzńıch
těĺısek. Bakteriálńı pelety byly zamrazeny a rozmrazeny. Poté byly pelety rozsuspen-
dovány v 2,5 ml pufru I na jednu peletu, ponechány 10 minut na ledu a zcentrifu-
govány při 3200 g, 5 minut, 4oC. Následně byly pelety rozsuspendovány v 1 ml PBS s 1
mM PMSF na jednu peletu a jednotlivé suspenze spojeny do jedné zkumavky. Vzniklý
viskózńı roztok byl sonikován 3 x 30 sekund za chlazeńı. K roztoku byla přidána 2
mg/ml DNasa I na výslednou koncentraci 5 µg/ml a poté byl roztok ponechán na ledu
1 hodinu za občasného mı́cháńı. Suspenze byla zcentrifugována při 18500 g, 30 minut,
4oC. Membrány byly odmyty 1 ml pufru II a poté byla peleta rozsuspendována v 6 ml
pufru II, ponechána 10 minut na ledě a zcentrifugována při 18500 g, 30 minut, 4oC.
Tento postup byl ještě jednou opakován. Peleta byla zvážena a resuspendována v 6
ml ekvilibračńıho pufru. V tomto pufru byla suspenze inluzńıch těĺısek ponechána přes
noc inkubovat při laboratorńı teplotě. Poté byla suspenze zcentrifugována při 18500 g,
1 hodinu, 4oC. Veškerá močovina použitá při tomto i při následuj́ıćıch pokusech byla
přečǐstěna pomoćı amberlitu (ionexová pryskyřice, 1 g / 100 ml močoviny).
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4.2.7 Afinitńı chromatografie na Ni-NTA matrici
Roztoky :
ekvilibračńı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea,
5 mM 2-merkaptoethanol; pH 8,0
promývaćı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea,
5 mM 2-merkaptoethanol; pH 6,0
elučńı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea,
5 mM 2-merkaptoethanol; pH 4,5
čist́ıćı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea; pH 4,0
Redukovaný protein byl purifikován vsádkovou chromatografii na afinitńı Ni-NTA
matrici. Do zkumavky bylo napipetováno 6 ml rozsuspendované afinitńı matrice a toto
množstv́ı bylo zcentrifugováno při 700 g, 2 minuty, 20oC. Supernatant byl odstraněn
a matrice resuspendována v desetinásobném objemu ekvilibračńıho pufru. Poté byla
suspenze zcentrifugována při 700 g, 2 minuty, 20oC a supernatant byl odstraněn. Pro-
myt́ı ekvilibračńım pufrem bylo znovu zopakováno. K promyté matrici byl přidán re-
dukovaný vzorek proteinu a zkumavka byla inkubována 1 hodinu při laboratorńı tep-
lotě. Po inkubaci byla suspenze zcentrifugována při 600 g, 5 minut, 20oC. Superna-
tant byl odstraněn a matrice byla promyta desetinásobným množstv́ım ekvilibračńıho
pufru a inkubována 20 minut při laboratorńı teplotě. Promyt́ı bylo znovu opakováno s
promývaćım pufrem a inkubačńı dobou 10 minut. Po druhé centrifugaci byl odstraněn
supernatant, k matrici byl přidán jeden objem promývaćıho pufru a celé množstv́ı bylo
přeneseno na kolonu. Po ustáleńı matrice na dně kolony byl eluován protein 25 ml
elučńıho pufru. Eluované frakce byly sb́ırány do mikrozkumavek po 1 ml objemu a
poté uskladněny v lednici. Matrice na koloně byla přečǐstěna desetinásobným objemem
čist́ıćıho pufru, destilované vody, rozsuspendována v 5 ml 20 % ethanolu a uskladněna
v lednici k daľśımu použit́ı.
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4.2.8 Oxidace a renaturace mrPrP
Roztoky :
oxidačńı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea; pH 8,0
renaturačńı pufr: 100 mM NaH2PO4; pH 7,0
Jednotlivé frakce redukovaného mrPrP byly spojeny a dialyzovány proti 1 l oxidačńı-
ho pufru přes noc při 4oC. U zdialyzovaného vzorku bylo proměřeno celé spektrum
v ultrafialové oblasti a spočtena koncentrace proteinu. Roztok proteinu byl naředěn
oxidačńım pufrem na přibližnou koncentraci 100 µg/ml a po přidáńı oxidovaného glu-
tathionu (GSSG) o výsledné koncentraci 1 mM třepán přes noc v inkubované třepačce
při 150 rpm a teplotě 25 oC. Takto oxidovaný protein byl dialyzován proti 2 l rena-
turačńıho pufru přes noc při 4oC. Pr̊uběh oxidace byl monitorován pomoćı HPLC, tento
experiment byl proveden J. Šebest́ıkem z ÚOCHB AV ČR.
4.2.9 Enzymatické odštěpeńı 6xHis-kotvy
K renaturovanému proteinu byl přidán 1 µl lidského thrombinu (1000 U/ml) na 1 ml
vzorku (výsledná koncentrace 1 U/ml), směs byla lehce promı́chána a inkubována 2 ho-
diny při 37oC. Poté byl vzorek zcentrifugován při 20000 g, 15 minut, 4oC a supernatant
připraven pro daľśı purifikačńı krok.
4.2.10 Afinitńı chromatografie na benzamidinové matrici
Renaturovaný protein s odštěpenou 6xHis-kotvou byl purifikován vsádkovou chroma-
tografii na afinitńı benzamidinové matrici. Do zkumavky bylo napipetováno 100 µl
rozsuspendované afinitńı matrice na 1 ml vzorku proteinu a toto množstv́ı bylo zcentri-
fugováno při 700 g, 2 minuty, 4oC. Supernatant byl odstraněn a matrice resuspendována
v desetinásobném objemu renaturačńıho pufru. Poté byla suspenze zcentrifugována při
700 g, 2 minuty, 4oC a supernatant byl odstraněn. Promyt́ı renaturačńım pufrem bylo
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znovu zopakováno. K ekvilibrované matrici byl přidán vzorek proteinu a zkumavka byla
inkubována 30 minut při laboratorńı teplotě. Po inkubaci byla suspenze zcentrifugována
při 600 g, 5 minut, 4oC. Supernatant byl opatrně odsán a poté přefiltrován přes 0,22 µm
filtr a uchován v lednici. Použitá matrice byla přečǐstěna 50 mM acetátovým pufrem
(pH 5,0) a v tomto pufru s 20 % ethanolem uskladněna k opětovnému použit́ı.
4.2.11 Neenzymatická modifikace mrPrP
Renaturovaný protein po afinitńı chromatografii na benzamidinové matrici byl ultrafil-
trován a t́ım zbaven odštěpené 6xHis-kotvy. Takto přečǐstěný mrPrP byl modifikován
kyselinou glyoxalovou a to ve vzorćıch obsahuj́ıćıch kyselinu glyoxalovou o koncentraci
0; 0,5; 5; 50 mM. K roztoku proteinu byla nejprve přidána 1 M kyselina glyoxalová
rozpuštěná v renaturačńım pufru a následně bylo upraveno pH zpět na hodnotu 7,0 po-
moćı 5 M NaOH. Poté byl přidán 1 M roztok kyanoborohydridu sodného v DMSO na
výslednou koncentraci 1 mM. Modifikace (rovnice reakce na obr. 4.1) prob́ıhala přes noc
a směs byla ponechána na kývačce při 4oC. Takto zmodifikovaný protein byl zcentrifu-
gován při 14000 g, 15 minut, 4oC a poté byly jak supernatanty, tak pelety analyzovány













Obrázek 4.1: Rovnice reakce kyseliny glyoxalové s koncovou aminoskupinou proteinu
4.2.12 Štěpeńı mrPrP pomoćı proteinasy K
Správně sbalený, přečǐstěný a ultrafiltrovaný protein byl podroben štěpeńı proteinasou
K, a to v koncentraćıch 0; 0,5; 5; 50 µg/ml proteinasy K v renaturačńım pufru. Štěpeńı
prob́ıhalo 30 minut při 37 oC a poté bylo ukončeno přidáńım 50 mM PMSF v DMSO na
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finálńı koncentraci 1 mM. Vzorky štěpeného proteinu byly analyzovány pomoćı western
blotu.
4.2.13 SDS-PAGE (elektroforéza v denaturuj́ıćım polyakryl-
amidovém gelu)
Roztoky :
vzorkový pufr (koncentrovaný 5x): 0,312 M Tris-HCl, 50 % glycerol, 5 % SDS,
0,025 % bromfenolová modř; pH 6,8
pufr A: 1,875 M Tris, 0,5 % SDS; pH 8,8
pufr B: 0,625 M Tris, 0,5 % SDS; pH 6,8
elektrodový pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,8
Tabulka 4.3: Př́ıprava polyakrylamidových gel̊u (rozpis pro př́ıpravu dvou gel̊u)
složeńı 12 % separačńı gel 5 % zaostřovaćı gel
destilovaná voda 4,9 ml 2,633 ml
pufr A 2 ml (pH 8,8) -
pufr B - 0,823 ml (pH 6,8)
40 % akrylamid/bis směs 3 ml 0,5 ml
TEMED 5 µl 5 µl
10 % (w/v) APS 100 µl 40 µl
Analýza proteinového složeńı vzork̊u byla prováděna pomoćı SDS-PAGE v denatu-
ruj́ıćım polyakrylamidovém gelu na př́ıstroji Mini-PROTEAN (Bio-Rad) pro vertikálńı
polyakrylamidovou elektroforézu. Byl připraven 12 % separačńı gel a 5 % zaostřovaćı gel
(tab. 4.3). Vzorky byly smı́chány se vzorkovým pufrem v poměru 5:1 a 5 minut povařeny
na vodńı lázni. Elektroforéza prob́ıhala při napět́ı 100 V přibližně 90 minut. Pro sta-
noveńı velikosti protein̊u byl použit marker PageRuler Prestained Protein Ladder od
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firmy Fermentas. Rozdělené proteiny byly obarveny roztokem Coommassie Briliant Blue
G-250 od firmy Bio-Rad. Obarvené gely byly následně naskenovány a denzitometricky
analyzovány pomoćı dokumentačńıho systému MiniLumi a softwaru GelQuant Analysis
Software od firmy DNR Bio-Imaging Systems, který umožňuje velmi přesnou denzito-
metrickou analýzu automatickou detekćı jednotlivých proužk̊u (”band̊u”) na elektrofo-
reogramu [82]. Pomoćı tohoto programu byla stanovena i čistota proteinu.
Složeńı roztoku Coommassie Briliant Blue G-250 od firmy Bio-Rad :
50 mg Coommassie Briliant Blue G-250, 450 ml 96 % ethanolu,
100 ml 99,8 % kyseliny octové, 450 ml destilované vody
Složeńı odbarvovaćıho roztoku:
350 ml 96 % ethanolu, 100 ml 99,8 % kyseliny octové, 550 ml destilované vody
4.2.14 Western blot (elektroforetický přenos protein̊u na mem-
bránu s imunochemickou detekćı)
Roztoky :
anodový pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 10 % methanol; pH 8,3
katodový pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin; pH 8,3
TBS: 2,4 g Tris, 8,5 g NaCl, doplnit destilovanou vodou do 1 l
TBS-T: 2,4 g Tris, 8,5 g NaCl, 250 µl Tween 20, doplnit destilovanou vodou do 1 l
Elektroforetický přenos protein̊u na membránu byl proveden pomoćı př́ıstroje Trans-
Blot SD System (Bio-Rad). Na anodu bylo naneseno 6 filtračńıch paṕır̊u namočených v
anodovém pufru a paṕıry byly uhlazeny válečkem. Poté byla na paṕıry umı́stěna nitroce-
lulosová membrána namočená v anodovém pufru a polyakrylamidový gel s rozdělenými
proteiny namočený v katodovém pufru. Na gel byla položena vrstva šesti filtračńıch
paṕır̊u namočených v katodovém pufru a vše bylo uhlazeno válečkem. Blotováńı prob́ıha-
lo 1 hodinu při konstantńım proudu 0,1 A na 1 gel. Membrána byla promývána 15 minut
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v TBS-T, 15 minut v TBS-T s 5 % sušeným mlékem a poté zatavena do fólie s 2,5 ml
TBS-T s 1 % sušeným mlékem a primárńımı́ protilátkami v př́ıslušném poměru. Takto
byla membrána inkubována přes noc při 4oC. Následuj́ıćı den byla membrána promyta
4 x 5 minut v TBS-T a 1 x 5 minut v TBS-T s 5 % sušeným mlékem a poté zatavena do
fólie s 2,5 ml TBS-T s 1 % sušeným mlékem a sekundárńı protilátkou s konjugovanou
alkalickou fosfatázou v př́ıslušném poměru. Takto byla membrána inkubována 1 hodinu
při laboratorńı teplotě. Poté byla membrána promyta 4 x 5 minut v TBS a zatavena do
fólie s 1 ml substrátu BCIP/NBT. Postupné obarvováńı membrány bylo kontrolováno
vizuálně. Po vyvoláńı byla membrána opláchnuta v TBS, usušena ve vertikálńı poloze
a naskenována pomoćı dokumentačńıho systému MiniLumi od firmy DNR Bio-Imaging
Systems.
4.2.15 Spektrálńı analýza
• Stanoveńı koncentrace protein̊u proměřeńım UV spektra
Koncentrace protein̊u byla stanovena proměřeńım UV spektra roztoku proteinu v
př́ıslušném pufru v kyvetě o délce 1 cm. Jako slepý vzorek byl použit čistý pufr, ve
kterém byl protein rozpuštěn. Pro stanoveńı koncentrace byla použita absorbance
A při vlnové délce 280 nm a z této hodnoty byla spočtena koncentrace podle
Lambert-Beerova zákona:
A = ǫ · c · l,
kde ǫ je molárńı extinkčńı koeficient, c je koncentrace a l je optická dráha.
• Měřeńı spekter cirkulárńıho dichroismu
CD spektra v daleké UV-oblasti byla měřena na spektropolarimetru Jasco 815
(Japonsko). Měřeńı byla prováděna při laboratorńı teplotě v renaturačńım pufru
(100 mM NaH2PO4) o r̊uzném pH (pH = 5,0 - 8,0). Spektra v oblasti 190 až
300 nm byla źıskána pr̊uměrem ze dvou poč́ıtačem kontrolovaných měřeńı s kro-
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kem 0.1 nm, rychlost́ı záznamu 10 nm/min a časovou konstantou 8 sekund. Op-
tická délka použité křemenné kyvety byla 0,1 cm. Spektrum je vyjádřeno jako
závislost molárńı elipticity na vlnové délce přepočtené na molárńı koncentraci
zpr̊uměrovaného aminokyselinového zbytku. Koncentrace proteinu byla 50 µg/ml.




5.1 Konstrukce plazmidu pET-15b obsahuj́ıćı gen
pro myš́ı rekombinantńı prionový protein
(mrPrP)
Kóduj́ıćı DNA byla namnožena metodou PCR (kap. 4.2.1). Jako templát byl použit
plazmid pMAL-c obsahuj́ıćı př́ıslušný gen pro myš́ı prionový protein Prnpa 23-231.
Reakčńı směs po PCR byla naštěpena restrikčńımi endonukleasami NdeI a BamHI
a produkt byl rozdělen pomoćı horizontálńı agarosové elektroforézy (kap. 4.2.2) v 1,0 %
agarosovém gelu. Část gelu obsahuj́ıćı DNA kóduj́ıćı mrPrP (fragment o délce přibližně
630 bps) byl skalpelem vyř́ıznut a DNA byla z gelu izolována pomoćı výše zmı́něné
soupravy (kap. 4.2.1).
Ligace (kap. 4.2.1) prob́ıhala 30 minut při laboratorńı teplotě. Touto ligačńı směśı
byly transformovány bakteriálńı buňky E.coli DH5α (kap. 4.2.3). Ze čtyř koloníı byla
provedena minipreparace plazmidové DNA (kap. 4.2.4). K potvrzeńı př́ıtomnosti in-
zertńı DNA kóduj́ıćı mrPrP v plazmidu pET-15b (obr. 5.1, str. 50) bylo provedeno
štěpeńı restrikčńımi endonukleasami BamHI a NdeI (obr. 5.2, str. 51). Takto byl
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vyštěpen úsek DNA o velikosti přibližně 630 bps, což odpov́ıdá velikosti genu Prnpa.
Výsledek štěpeńı byl ověřen pomoćı horizontálńı agarosové elektroforézy (kap. 4.2.2).
Vybrané klony (3 a 4), obsahuj́ıćı DNA kóduj́ıćı mrPrP v plazmidu pET-15b, byly
osekvenovány v oblasti kóduj́ıćı daný fúzńı protein (obr. 5.3, str. 51). K sekvenaci byla
použita souprava BigDye Terminator v3.1 Sequencing kit od firmy Applied Biosystems
(USA) a vzorky byly analyzovány pomoćı kapilárńıho sekvenátoru ABI Prism 3100-
Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) v laboratoři ÚDMP 1. LF UK.
Pro expresi proteinu byl vybrán jeden klon – klon 4. Podle sekvenace vykazoval
tento klon 100 % shodu s předlohou.
Obrázek 5.1: Plazmid pET-15b s vyznačeným mı́stem inzerce DNA kóduj́ıćı mrPrP 23-231
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Obrázek 5.2: Kontrola ligace DNA kóduj́ıćı mrPrP do plazmidu pET-15b pomoćı restrikčńıch
endonukleas BamHI a NdeI, dráha marker: λ DNA/Eco13I (StyI) marker, dráha 1, 2, 3, 4:
jednotlivé klony plazmidové DNA po minipreparaci štěpené pomoćı restrikčńıch endonukleas
BamHI a NdeI )
Obrázek 5.3: Úsek plazmidové DNA kóduj́ıćı fúzńı protein mrPrP 23-231 s 6xHis-kotvou
(označenou jako His-tag, štěpné mı́sto pro thrombin označené jako Thrombin) s vyznačeným
T7 promotorem a terminátorem a s vyznačeným lac operátorem
5.2 Př́ıprava myš́ıho rekombinantńıho prionového
proteinu (mrPrP)
Rekombinantńı prionový protein lze připravit expreśı v kompetentńıch bakteríıch E.coli
BL21(DE3)RIL. Ćılem mého projektu bylo připravit mrPrP v takovém množstv́ı a
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čistotě, aby mohla být provedena spektrálńı analýza, jež by ověřila účinnost purifikace
a renaturace proteinu.
5.2.1 Exprese mrPrP v bakteríıch E.coli
Kompetentńı buňky E.coli BL21(DE3)RIL byly transformovány plazmidem pET-15b
obsahuj́ıćım úsek kóduj́ıćı mrPrP 23-231. Narostlými koloniemi byla zaočkována LB-
média v Erlenmeyerových baňkách obsahuj́ıćıch antibiotikum ampicilin a baňky byly
třepány v inkubované třepačce při 37oC. Při OD595 0,65 byl přidán do média roztok
IPTG na konečnou koncentraci 1 mM (r̊ustová křivka na obr. 5.4).
IPTG
Obrázek 5.4: Růstová křivka exprese mrPrP v buňkách E.coli BL21(DE3)RIL, indukce po-
moćı IPTG byla provedena při OD595 = 0,65
Po indukci byly bakterie kultivovány 4 hodiny a poté umı́stěny přes noc do chladové
mı́stnosti.
5.2.2 Př́ıprava močovinového extraktu mrPrP
Po expresi mrPrP v buňkách E.coli BL21(DE3)RIL a následné centrifugaci 1 litru
bakteriálńı suspenze bylo źıskáno 16,2 g mokré biomasy. Z bakteriálńıch buněk byly
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izolovány inkluzńı těĺıska, jež byly následně promývány pufrem s obsahem sacharosy,
detergentu a redukčńıho činidla (kap. 4.2.6). Hmotnost inkluźı po izolaci byla 1,2 g.












Obrázek 5.5: SDS elektroforeogram (vlevo) a western blot (vpravo, obarvený primárńımi pro-
tilátkami AG4 v poměru 1:4000 a AH6 v poměru 1:2000 a sekundárńı protilátkou DAM AP v
poměru 1:8000) zachycuj́ıćı promýváńı inkluzńıch těĺısek mrPrP, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı:
MW - SDS marker molekulových hmotnost́ı; 1 - buněčná suspenze po indukci IPTG; 2 -
buněčný supernatant; 3 - suspenze inkluzńıch těĺısek v pufru A; 4 - supernatant po 1. promyt́ı
pufrem II; 5 - supernatant po 2. promyt́ı pufrem II; 6 - izolovaná inkluzńı těĺıska
5.2.3 Afinitńı chromatografie na Ni-NTA matrici
Izolovaná inkluzńı těĺıska byla rozpuštěna v 8 M močovině s př́ıdavkem 5 mM 2-
merkaptoethanolu pro dosažeńı úplné redukce proteinu. Nerozpuštěné proteiny byly
odstraněny centrifugaćı a supernatant byl dále purifikován pomoćı vsádkové afinitńı
chromatografie s použit́ım afinitńı matrice Ni-NTA Agarose od firmy Qiagen, předem
ekvilibrované na pH 8,0 (kap. 4.2.7). Po naneseńı supernatantu byla afinitńı matrice
dvakrát promyta a zachycený protein byl eluován krokovým sńıžeńım pH až na hod-
notu 4,5. Výsledných třicet frakćı včetně p̊uvodńıho supernatantu (před naneseńım a
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po inkubaci s afinitńı matrici) a jednotlivých promyt́ı bylo poté analyzováno pomoćı














Obrázek 5.6: SDS elektroforeogram (vlevo) a western blot (vpravo, obarvený primárńımi
protilátkami AG4 v poměru 1:4000 a AH6 v poměru 1:2000 a sekundárńı protilátkou DAM AP
v poměru 1:8000) zachycuj́ıćı supernatant obsahuj́ıćı mrPrP před naneseńım a po inkubaci s
afinitńı matrićı a jednotlivá promyt́ı afinitńı matrice, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS
marker molekulových hmotnost́ı; 1 - supernatant před naneseńım na afinitńı matrici; 2 -












Obrázek 5.7: SDS elektroforeogram znázorňuj́ıćı pr̊uběh afinitńı chromatografie mrPrP na
Ni-NTA matrici, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: 1 - SDS marker molekulových hmotnost́ı; 1-30 -
frakce
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5.2.4 Oxidace a renaturace mrPrP
Eluované frakce 2 až 30 byly spojeny a dialyzovány proti oxidačńımu pufru pro úplné
odstraněńı 2-merkaptoethanolu. V tomto pufru při pH 8,0 byl redukovaný protein
naředěn na koncentraci 100 µg/ml (koncentrace proteinu v 8 M močovině byla sta-
novena proměřeńım UV spektra, viz. kap. 4.2.15 a 5.3.1, spektrum znázorněno na obr.
5.8) a oxidován pomoćı oxidovaného glutathionu (GSSG) o výsledné koncentraci 1 mM
(kap. 4.2.8). Pr̊uběh oxidace byl monitorován pomoćı HPLC (znázorněno na obr. 5.9,
str. 56) a pomoćı SDS-PGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap. 4.2.14) (znázorněno na
obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58).





Obrázek 5.9: Pr̊uběh vymýváńı redukované a oxidované formy mrPrP z HPLC kolony (frakce
byly vymývány gradientem acetonitrilu od 5 - 55 % při 70oC), jednotlivé formy mrPrP jsou
označeny a barevně odlǐseny (modře je znázorněna redukovaná forma, červeně a zeleně je
znázorněna oxidovaná forma)
5.2.5 Enzymatické odštěpeńı 6xHis-kotvy
Renaturovaný mrPrP byl vystaven p̊usobeńı proteolytického enzymu thrombinu (1000
U/ml) o výsledné koncentraci 1 U/ml (kap. 5.2.5). Odštěpená 6xHis-kotva byla v závěru
purifikace (po afinitńı chromatografii na benzamidinové matrici) odstraněna ultrafiltraćı
pomoćı filtr̊u Amicon Ultra od firmy Millipore (UK). Pr̊uběh enzymatického odštěpeńı
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6xHis-kotvy byl monitorován pomoćı SDS-PAGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap.















Obrázek 5.10: SDS elektroforeogram zachycuj́ıćı pr̊uběh oxidace a renaturace mrPrP, enzy-
matického odštěpeńı 6xHis-kotvy a afinitńı chromatografie na benzamidinové matrici, jednot-
livé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS marker molekulových hmotnost́ı; 1 - spojené frakce 2 až
30 po afinitńı chromatografii na Ni-NTA matrici; 2 - redukovaný mrPrP v 8 M močovině;
3 - oxidovaný mrPrP v 8 M močovině; 4 - renaturovaný mrPrP s 6xHis-kotvou, necentrifugo-
vaný vzorek; 5 - renaturovaný mrPrP s 6xHis-kotvou, supernatant; 6 - renaturovaný mrPrP s
6xHis-kotvou, peleta; 7 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, necentrifugovaný vzorek; 8 -
renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant; 9 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy,
peleta; 10 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy po afinitńı chromatografii na benzamidinové
matrici
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Obrázek 5.11: Western blot (obarvený primárńımi protilátkami AG4 v poměru 1:4000 a AH6
v poměru 1:2000 a sekundárńı protilátkou DAM AP v poměru 1:8000) zachycuj́ıćı pr̊uběh
oxidace a renaturace mrPrP, enzymatického odštěpeńı 6xHis-kotvy a afinitńı chromatografie
na benzamidinové matrici, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS marker molekulových
hmotnost́ı; 1 - spojené frakce 2 až 30 po afinitńı chromatografii na Ni-NTA matrici; 2 -
redukovaný mrPrP v 8 M močovině; 3 - oxidovaný mrPrP v 8 M močovině; 4 - renaturovaný
mrPrP s 6xHis-kotvou, necentrifugovaný vzorek; 5 - renaturovaný mrPrP s 6xHis-kotvou,
supernatant; 6 - renaturovaný mrPrP s 6xHis-kotvou, peleta; 7 - renaturovaný mrPrP bez
6xHis-kotvy, necentrifugovaný vzorek; 8 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant;
9 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, peleta; 10 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy
po afinitńı chromatografii na benzamidinové matrici
5.2.6 Afinitńı chromatografie na benzamidinové matrici
Renaturovaný mrPrP s odštěpenou 6xHis-kotvou byl centrifugován při 20000 g, 15 mi-
nut, 4oC a supernatant byl dále purifikován pomoćı vsádkové afinitńı chromatografie s
použit́ım afinitńı matrice Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow od firmy GE Healthcare,
předem ekvilibrované na pH 7,0 (kap. 4.2.10). Po naneseńı supernatantu byla afinitńı
matrice inkubována 30 minut při laboratorńı teplotě a po navázáńı thrombinu zcentri-
fugována při 700 rpm, 5 minut, 4oC. Supernatant byl přefiltrován přes 0,22 µm filtr a po
následné ultrafiltraci byl plně purifikovaný mrPrP připraven pro analýzu. Celý pr̊uběh
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purifikace, včetně odstraněńı thrombinu po odštěpeńı 6xHis-kotvy (obr. 5.12), byl mo-
nitorován pomoćı SDS-PAGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap. 4.2.14) (znázorněno
na obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58). Graf s denzitometricky určenými hodnotami
(znázorněno na obr. 5.13, str. 60) ukazuje vzr̊ustaj́ıćı čistotu proteinu během purifikace
(hodnoty vyjádřeny v procentech celkového množstv́ı proteinu ve vzorku).
Obrázek 5.12: Western blot (vlevo, obarvený primárńımi protilátkami AG4 v poměru 1:4000
a AH6 v poměru 1:2000 a sekundárńı protilátkou DAM AP v poměru 1:8000) a western blot
(vpravo, obarvený primárńı protilátkou K-20 specifickou v̊uči thrombinu v poměru 1:100 a
sekundárńı protilátkou DAG AP v poměru 1:8000) zachycuj́ıćı pr̊uběh oxidace a renaturace
mrPrP, enzymatického odštěpeńı 6xHis-kotvy a afinitńı chromatografie na benzamidinové ma-
trici, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS marker molekulových hmotnost́ı; 1 - spojené
frakce 2 až 30 po afinitńı chromatografii na Ni-NTA matrici; 2 - redukovaný mrPrP v 8 M
močovině; 3 - oxidovaný mrPrP v 8 M močovině; 4 - renaturovaný mrPrP s 6xHis-kotvou, ne-
centrifugovaný vzorek; 5 - renaturovaný mrPrP s 6xHis-kotvou, supernatant; 6 - renaturovaný
mrPrP s 6xHis-kotvou, peleta; 7 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, necentrifugovaný
vzorek; 8 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant; 9 - renaturovaný mrPrP bez
6xHis-kotvy, peleta; 10 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy po afinitńı chromatografii na
benzamidinové matrici
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Obrázek 5.13: Graf znázorňuj́ıćı množstv́ı požadované formy mrPrP během redukce, oxidace
a renaturace mrPrP, enzymatického odštěpeńı 6xHis-kotvy a afinitńı chromatografie na ben-
zamidinové matrici vyjádřené v procentech celkového množstv́ı proteinu ve vzorku, hodnoty
v grafu jsou určeny denzitometricky, vzorky (čislováńı se shoduje s obr. 5.10, str. 57): 2 - re-
dukovaný mrPrP v 8 M močovině; 3 - oxidovaný mrPrP v 8 M močovině; 4 - renaturovaný
mrPrP s 6xHis-kotvou, necentrifugovaný vzorek; 7 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, ne-
centrifugovaný vzorek; 10 - renaturovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy po afinitńı chromatografii
na benzamidinové matrici
5.3 Spektrálńı analýza myš́ıho rekombinantńıho pro-
teinu (mrPrP)
Renaturovaný a purifikovaný protein byl v konečné fázi analyzován pomoćı spektrálńıch
metod: UV spektrofotometrie a CD spektroskopie.
5.3.1 Stanoveńı koncentrace protein̊u proměřeńım UV spektra
Koncentrace proteinu byla spočtena z naměřené hodnoty absorbance pomoci Lambert-
Beerova zákona (kap. 4.2.15). Aby mohla být koncentrace vyjádřena v jednotkách
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kde ǫλ je molárńı extinkčńı koeficient, c je koncentrace, l je optická dráha a M je
molárńı hmotnost.
Pro tyto výpočty byla použita hodnota molárńıho extinkčńıho koeficientu při 280 nm
62400 dm3/(mol.cm) a to jak pro mrPrP s 6xHis-kotvou, tak pro mrPrP bez 6xHis-
kotvy. Daľśı hodnotou nutnou pro výpočet koncentrace proteinu byla molárńı hmotnost,
jež se rovná 25458 g/mol pro mrPrP s 6xHis-kotvou a 23576 g/mol pro mrPrP bez
6xHis-kotvy.
Koncentrace mrPrP v µg/ml v jednotlivých kroćıch purifikace vystihuje graf na obr.
5.14. Konečný výtěžek čistého správně sbaleného proteinu bez 6xHis-kotvy byl 4 mg/ml
(z 1 litru buněčné kultury).
















Obrázek 5.14: Graf znázorňuj́ıćı množstv́ı mrPrP v µg/ml během oxidace a renaturace mrPrP
(vzorek 1), enzymatického odštěpeńı 6xHis-kotvy (vzorky 2 a 3) a afinitńı chromatografie na
benzamidinové matrici (vzorek 4)
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5.3.2 CD spektroskopie
Správný obsah α-helikálńı sekundárńı struktury renaturovaného a plně purifikovaného
mrPrP s 6xHis-kotvou i bez 6xHis-kotvy byl ověřen pomoćı metody měřeńı cirkulárńıho
dichroismu (CD). Spektra obou forem proteinu o koncentraci 50 µg/ml v renaturačńım
pufru (100 mM NaH2PO4) při pH 5,0; pH 6,0; pH 7,0 a pH 8,0 (obr. 5.15) byla měřena
na spektropolarimetru Jasco 815 (Japonsko) při laboratorńı teplotě (kap. 4.2.15). Tato
měřeńı byla provedena L. Bednárovou z ÚOCHB AV ČR.
Obrázek 5.15: CD spektra mrPrP 23-231 měřené v daleké UV-oblasti při pH 5,0 až 8,0,
spektra jsou pro jednotlivé formy proteinu barevně odlǐsena (černá-s 6xHis-kotvou, červená-
bez 6xHis-kotvy)
Podle těchto měřeńı bylo zřejmé, že mrPrP s odštěpenou 6xHis-kotvou (na rozd́ıl
od proteinu s 6xHis-kotvou) vykazuje správný obsah α-helikálńı sekundárńı struktury,
avšak pouze při pH 6,0 a 7,0.
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5.4 Neenzymatická modifikace myš́ıho rekombinan-
tńıho proteinu (mrPrP)
5.4.1 Neenzymatická modifikace mrPrP kyselinou glyoxalovou
Renaturovaný a purifikovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy byl neenzymaticky modifikován
kyselinou glyoxalovou (GA) o výsledných koncentraćıch 0,5; 5; 50 mM v renaturačńım
pufru při pH 7,0 (kap. 4.2.11). Modifikace prob́ıhala přes noc při teplotě 4oC. Stejným
zp̊usobem byly inkubovány i kontrolńı vzorky mrPrP bez 6xHis-kotvy, a to jak pouze
s 1 mM NaBH3CN, tak i v čistém pufru. Modifkované i nemodifikované vzorky byly
zcentrifugovány při 18200 g, 15 minut, 4oC a poté byly supernatanty, pelety i nezcen-
trifugované vzorky analyzovány pomoćı SDS-PAGE (kap. 4.2.13), western blotu (kap.











Obrázek 5.16: SDS elektroforeogram zachycuj́ıćı pr̊uběh neenzymatické modifikace mrPrP ky-
selinou glyoxalovou při pH 7,0, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS marker molekulových
hmotnost́ı; 1 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA; 2 - rozpustný
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA; 3 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po
modifikaci 50 mM GA; 4 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN; 5 - rozpustný
mrPrP bez 6xHis-kotvy;
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Obrázek 5.17: Graf znázorňuj́ıćı množstv́ı mrPrP během neenzymatické modifikace mrPrP
kyselinou glyoxalovou (GA) při pH 7,0 vyjádřené v procentech počátečńıho množstv́ı pro-
teinu (vzorek 12. mrPrP s 6xHis-kotvou) určených pomoćı denzitometrie, jednotlivé sloupce
znázorňuj́ı: 1 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA; 2 - rozpustný
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA; 3 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po
modifikaci 50 mM GA; 4 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN; 5 - rozpustný
mrPrP bez 6xHis-kotvy
Dı́ky modifikaci došlo ke zvýšeńı molekulové hmotnosti mrPrP v závislosti na kon-
centraci kyseliny glyoxalové (obr. 5.16, str. 63). Během této reakce však docháźı k
úbytku proteinu vlivem nespecifické agregace, což je patrné na obr. 5.17. Pomoćı speci-
fické protilátky proti modifikovanému prionovému proteinu EM31 bylo možné sledovat
vzr̊ustaj́ıćı stabilutu modifikovaného proteinu v závisloti na zvyšuj́ıćı se koncentraci
kyseliny glyoxalové (obr. 5.18, str. 65).
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Obrázek 5.18: Western blot (obarvený primárńı protilátkou EM31 v poměru 1:2000 a sekundárńı
protilátkou DAM AP v poměru 1:8000) zachycuj́ıćı pr̊uběh neenzymatické modifikace mrPrP kyse-
linou glyoxalovou při pH 7,0, obarvený monoklonálńı protilátkou EM31 (1:2000), specifickou v̊uči
modifikovanému proteinu, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS marker molekulových hmotnost́ı;
1 - necentrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA; 2 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 0,5 mM GA, supernatant; 3 - mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA, peleta;
4 - necentrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA; 5 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 5 mM GA, supernatant; 6 - mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, peleta;
7 - necentrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA; 8 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 50 mM GA, supernatant; 9 - mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA, pe-
leta; 10 - necentrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN; 11 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
s 1 mM NaBH3CN, supernatant; 12 - mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, peleta; 13 - ne-
centrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy; 14 - necentrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant;
15 - necentrifugovaný mrPrP bez 6xHis-kotvy, peleta
5.4.2 Štěpeńı mrPrP pomoćı proteinasy K
Po neenzymatické modifikaci kyselinou glyoxalovou (GA) byly všechny modifikované i
kontrolńı vzorky štěpeny proteinasou K (PK) o výsledných koncentraćıch 0; 0,5; 5; 50
µg/ml v renaturačńım pufru při pH 7,0 (kap. 4.2.12). Vzorky rozštěpeného proteinu
byly analyzovány pomoćı western blotu (kap. 4.2.14) (znázorněno na obr. 5.19, str. 66),
na kterém bylo možné vidět, že modifikovaný protein byl stejně jako nemodifkovaný











Obrázek 5.19: Western blot (obarvený primárńımi protilátkami AG4 (1:4000) a AH6 (1:2000)
a sekundárńı protilátkou DAM AP v poměru 1:8000) zachycuj́ıćı pr̊uběh štěpeńı proteinasou
K, jednotlivé dráhy znázorňuj́ı: MW - SDS marker molekulových hmotnost́ı; 1 - rozpustný
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA, 0,5 µg/ml PK; 2 - rozpustný mrPrP bez
6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA, 5 µg/ml PK; 3 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 0,5 mM GA, 50 µg/ml PK; 4 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci
0,5 mM GA, 0 µg/ml PK; 5 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA,
0,5 µg/ml PK; 6 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, 5 µg/ml PK;
7 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, 50 µg/ml PK; 8 - rozpustný
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, 0 µg/ml PK; 9 - rozpustný mrPrP bez
6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA, 0,5 µg/ml PK; 10 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 50 mM GA, 5 µg/ml PK; 11 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci
50 mM GA, 50 µg/ml PK; 12 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA,
0 µg/ml PK; 13 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, 0,5 µg/ml PK; 14 -
rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, 5 µg/ml PK; 15 - rozpustný mrPrP
bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, 50 µg/ml PK; 16 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy
s 1 mM NaBH3CN, 0 µg/ml PK; 17 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy, 0,5 µg/ml PK;
18 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy, 5 µg/ml PK; 19 - rozpustný mrPrP bez 6xHis-kotvy,




Podařilo se nám připravit myš́ı rekombinantńı prionový protein (mrPrP 23-231) expri-
movaný v buňkách E.coli BL21(DE3)RIL v podobě inkluzńıch těĺısek, optimalizovat
proces purifikace a renaturace proteinu použit́ım dvou typ̊u afinitńı chromatografie a
źıskat tak dostatečné množstv́ı čistého proteinu bez 6xHis-kotvy. Abychom ověřili, zda
je protein správně sbalený a vykazuje správný obsah α-helikálńı sekundárńı struktury
(36%) publikovaný pro buněčný prionový protein (PrPC) [83], použili jsme metodu
měřeńı spekter cirkulárńıho dichroismu (CD spektroskopie).
• Př́ıprava myš́ıho rekombinantńıho prionového proteinu (mrPrP)
Exprimovaný protein v podobě inkluzńıch těĺısek byl nejprve rozpuštěn v pufru s
8 M močovinou a poté purifikován na afinitńı matrici Ni-NTA Agarose. Důkladné
odstraněńı 2-merkaptoethanolu a zároveň převedeńı proteinu do pufru, jež má pH
8,0 a obsahuje opět 8 M močovinu, bylo velmi d̊uležité pro efektivńı pr̊uběh reakce
s oxidovaným glutathionem, protože oxidace prob́ıhá v denaturuj́ıćım prostřed́ı
pouze při tomto zásaditém pH. Pr̊uběh oxidace mohl být sledován pomoćı SDS-
PAGE (obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58) vzhledem k faktu, že reduko-
vaná a oxidovaná forma mrPrP vykazuj́ı zdánlivě r̊uznou molekulovou hmotnost,
tedy přesněji r̊uznou elektroforetickou pohyblivost. Tento efekt je pravděpodobně
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zp̊usoben t́ım, že oxidovaná forma zauj́ımá při vytvořeńı disulfidické vazby kom-
paktněǰśı uspořádáńı a jev́ı se tedy jako menš́ı v porovnáńı s redukovanou for-
mou proteinu. Tento názor potvrzuj́ı i výsledky źıskané metodou HPLC (obr.
5.9, str. 56), kde bylo možné sledovat rozd́ılné vymýváńı obou forem proteinu z
kolony v závislosti na jejich prostorovém uspořádáńı. Samotná oxidace ovšem ni-
kdy neproběhne úplně, neńı tedy oxidován veškerý protein. Vysvětlit to můžeme
tak, že vzhledem k nutnosti odstraněńı 2-merkaptoethanolu před samotnou oxi-
daćı muśı být redukovaný protein dialyzován a během tohoto procesu docháźı
k částečné nespecifické oxidaci proteinu. Takto modifikovaný protein nemůže již
být oxidován glutathionem a během renaturace docháźı k jeho agregaci. Této ne-
specifické oxidaci se dá předejit naředěńım proteinu na koncentraci přibližně 100
µg/ml. Následně byl protein renaturován dialýzou do pufru (100 mM NaH2PO4)
o pH 5,0; 6,0; 7,0 a 8,0 a pomoćı thrombinu, jenž vykazuje i v takto širokém roz-
meźı pH přijatelnou aktivitu, byla 6xHis-kotva odštěpena. Po štěpeńı bylo nutné
thrombin odstranit a toho bylo dosaženo pomoćı druhé afinitńı chromatografie na
afinitńı matrici Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow. Účinnost tohoto kroku byla
ověřena pomoćı western blotu, jenž byl obarven koźı polyklonálńı protilátkou K-20
(specifickou proti thrombinu) (obr. 5.11, str. 60). Pr̊uběh celého procesu purifi-
kace a renaturace proteinu popisuje graf znázorňuj́ıćı množstv́ı požadované formy
mrPrP vyjádřené v procentech celkového množstv́ı proteinu ve vzorku při jed-
notlivých kroćıch (obr. 5.13, str. 60). Hodnoty v tomto grafu byly určeny pomoćı
denzitometrie a vid́ıme na nich nar̊ustaj́ıćı čistotu proteinu v procentech. Podle
těchto výsledk̊u může být určena čistota výsledného mrPrP bez 6xHis-kotvy jako
> 95% (vzhledem k experimentálńı chybě). Daľśı graf (obr. 5.14, str. 61) ukazuje
koncentrace proteinu v µg/ml spočtené z hodnot absorbance při 280 nm. Cel-
kový výtěžek čistého mrPrP bez 6xHis-kotvy po odstraněńı thrombinu (spočtený
z hodnot v grafu na obr. 5.14, str. 61) je 4 mg v 80 ml vzorku.
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• CD spektroskopie
Z úvodńıch měřeńı CD spekter bylo zřejmé, že mrPrP s 6xHis-kotvou nevykazuje
správný obsah α-helikálńı sekundárńı struktury publikovaný pro PrPC (36%) [83].
Stejně tak bylo jasné, že i pH pufru, ve kterém je protein renaturován, má vliv
na správné sbaleńı proteinu. Proto byla samotná renaturace a posléze i měřeńı
CD spekter provedeno při čtyřech hodnotách pH s proteinem s 6xHis-kotvou i bez
6xHis-kotvy. Z naměřených spekter bylo vidět, že při pH 6,0 a pH 7,0 mrPrP bez
6xHis-kotvy vykazuje správnou strukturu a je tedy vhodně sbalen (obr. 5.15, str.
62). Pro jednoduché přibĺıžeńı lze ř́ıci, že PrPC , a tedy i rozpustný rekombinantńı
prionový protein s převažuj́ıćım množstv́ım α-helix̊u, se př́ı měřeńı CD spekter
projev́ı jako křivka s dvojitým minimem při 208 a 222 nm a se zápornou hodnotou
molárńı elipticity 15 000-20 000 deg.cm2/dmol [84]. Tato měřeńı ale nejsou př́ılǐs
přesná a slouž́ı pouze jako přibližné ověřeńı struktury správně sbaleného proteinu
porovnáńım s již publikovanými výsledky.
• Neenzymatická modifikace myš́ıho rekombinantńıho proteinu (mrPrP)
Pro studium neenzymatické modifikace mrPrP kyselinou glyoxalovou bylo zvoleno
pH 7,0 a to z d̊uvod̊u př́ıtomnosti NaBH3CN, jenž se chová nestabilně už při slabě
kyselém pH, avšak pro pr̊uběh modifikačńı reakce je nezbytný. Modifikace mrPrP
bez 6xHis-kotvy byla provedena kyselinou glyoxalovou, a to ve ťrech r̊uzných
koncentraćıch (0,5 mM, 5 mM, 50 mM), vždy s kyanoborohydridem sodným o
výsledné koncentraci 1 mM. Reakce zp̊usob́ı navázáńı kyseliny glyoxalové na kon-
covou aminoskupinu př́ıslušné aminokyseliny (předevš́ım lysinu nebo argininu) a
dá vznik karboxymethylované aminoskupině v polypeptidovém řetězci proteinu.
Podle počtu modifikovaných aminoskupin se takto zvýš́ı i samotná molekulová
hmotnost celého proteinu (vždy o hodnotu 58 g/mol na jednu modifikovanou ami-
noskupinu). To lze velice dobře vidět na výsledćıch SDS-PAGE a western blotu
(obr. 5.16, str. 63 a 5.18, str. 65), jenž byl obarven monoklonálńı protilátkou
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EM31, která se specificky váže pouze na modifikovaný protein. Z výsledk̊u denzi-
tometrie (obr. 5.17, str. 64) je jasné, že při modifikaci docháźı k úbytku proteinu
v d̊usledku agregace. Na western blotu lze vidět př́ımo rozpustnou i nerozpustnou
frakci proteinu modifikovaného třemi r̊uznými koncentracemi kyseliny glyoxalové
a z těchto výsledk̊u je možné usoudit, že za vzr̊ustaj́ıćı stabilitou rozpustného
proteinu stoj́ı zvyšuj́ıćı se koncentrace kyseliny glyoxalové. Je totiž zřejmé, že
množstv́ı nerozpustné frakce, tedy pelety, klesá se zvyšuj́ıćı se koncentraćı kyse-
liny glyoxalové v reakci neenzymatické modifkace, stejně jako množstv́ı dimer̊u
mrPrP, viditelných na western blotu. Takto modifikovaný protein byl spolu s ne-
modifikovaným proteinem podroben reakci s proteinasou K. Tato reakce může
sloužit do jisté mı́ry jako ověřeńı struktury prionového proteinu, nebot’ je známo,
že PrPC , tedy obecně rozpustný buněčný prionový protein, vykazuje vysokou cit-
livost v̊uči proteolýze. Pokud ale dojde k přechodu k méně rozpustným formám
prionového proteinu, lze na western blotu vidět určitou rezistenci v̊uči štěpeńı
proteinasou K. V našem př́ıpadě (obr. 5.19, str. 66) nedošlo k žádným změnám v
citlivosti proteinu v̊uči proteinase K, a to ani jak v př́ıpadě modifikovaných, tak
nemodifikovaných vzork̊u proteinu. Naše dosavadńı výsledky jsou tedy v souladu s
výsledky již publikovanými, které tvrd́ı, že samotná glykace je děj velmi specifický
a účastńı se ho pouze některé aminokyseliny na N-koncové části proteinu (viz. kap.
2.3.4). Je tedy pravděpodobné, že tato reakce ovlivňuje stabilitu celé molekuly,
avšak vzhledem k lokalizaci modifikovatelných aminokyselin nemá vliv na citli-
vost proteinu v̊uči proteinase K (úsek rezistentńı v̊uči proteolýze se nacháźı na
C-konci proteinu). Daľśı výzkum naš́ı laboratoře se v budoucnu zaměř́ı na přesnou
identifikaci modifikovaných aminokyselin metodami hmotnostńı spektroskopie a





• Na základě literárńıch údaj̊u jsem zpracovala přehled výzkumu prionových one-
mocněńı. Předevš́ım jsem se zaměřila na studium prionové hypotézy a jej́ıho de-
finitivńıho prokázáńı. S t́ımto tématem úzce souviśı i výzkum soustředěný na
hledáńı možných kofaktor̊u prionového proteinu d̊uležitých při samotné konverzńı
reakci PrPC na PrPSc.
• Připravila jsem rekombinantńı myš́ı prionový protein mrPrP 23-231 s 6xHis-
kotvou i bez 6xHis-kotvy.
• Výtěžek čistého mrPrP 23-231 byl 4 mg z 1 litru buněčné kultury a jeho čistota
byla > 95%. Takto připravený protein byl analyzován pomoćı CD spektroskopie,
jež ověřila správné sbaleńı renaturovaného proteinu a objasnila nutnost odštěpeńı
6xHis-kotvy.
• Rekombinantńı mrPrP 23-231 byl použit ke studiu neenzymatické modifikace pro-
teinu kyselinou glyoxalovou a jej́ıho vlivu na stabilitu modifikovaného proteinu.
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Seznam zkratek
AGEs ”advanced glycation end products”
BCIP/NBT ”5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium”
BSE bovinńı spongiformńı encefalopatie
CD cirkulárńı dichriosmus
CJD Creutzfeld-Jakobova choroba










HPLC ”high pressure liquid chromatography”
IIM 1stFM CU ”Institute of Immunology and Microbiology,
1st Faculty of Medicine, Charles University”
IPTG isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid
LB Luria-Bertani





PBS ”phosphate buffered saline”
PCR polymerázová řetězová reakce
PK proteinasa K
PMCA ”protein misfolding cyclic amplification”
PMSF fenylmethylsulfonylfluorid
POPG 1-palmitoyl-2-oleoyl-fosfatidylglycerol
Prnd gen kóduj́ıćı Dpl
Prpn gen kóduj́ıćı PrP
PrP prionový protein
PrP27-30 rezistentńı fragment prionového proteinu po štěpeńı proteinasou K
PrPC buněčný prionový protein
PrP-res rezistentńı prionový protein
PrPSc ”scrapie” prionový protein
QUIC ”quaking-induced” konverzńı esej
RAGE receptor pro AGEs
RNA ribonukleová kyselina
RNAsa ribonukleasa
rpm počet otáček za minutu
SDS dodecylsulfát sodný
SDS-PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza v př́ıtomnosti SDS
Sho ”shadoo” protein
Srpn gen kóduj́ıćı Sho
TBE ”Tris/Borate/EDTA ”
TBS ”Tris buffered saline”




TSE transmisńı spongiformńı encefalopatie
ÚDMP 1. LF UK Ústav dědičných metabolických poruch 1. lékařské fakulty
Univerzity Karlovy
ÚHKT Ústav hematologie a krevńı transfúze
ÚIM 1. LF UK Ústav imunologie a mikrobiologie 1. lékařské fakulty
Univerzity Karlovy
ÚOCHB AV ČR Ústav organické chemie a biochemie Akademie věd
České republiky, v.v.i.
UV ultrafialová oblast
vCJD variantńı Creutzfeld-Jakobova choroba
Tř́ıṕısmenné a jednoṕısmenné zkratky aminokyselin
A Ala alanin M Met methionin
C Cys cystein N Asn asparagin
D Asp kyselina asparagová P Pro prolin
E Glu kyselina glutamová Q Gln glutamin
F Phe fenylalanin R Arg arginin
G Gly glycin S Ser serin
H His histidin T Thr threonin
I Ile isoleucin V Val valin
K Lys lysin W Trp tryptofan
L Leu leucin Y Tyr tyrosin
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Svoluji k zap̊ujčeńı této práce pro studijńı účely a prośım, aby byla řádně vedena evi-
dence vyp̊ujčovatel̊u.
